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| INTRODUCCION

1.1 TUMORES DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Los tumores del sistema nervioso central (SNC) poseen una tasa de incidencia de 2 a 9 casos por cada
100,000 habitantes/afio (Mejica et al., 2005). La importancia de los tumores del sistema nervioso central
(SNC) radica en que ocupan el tercer lugar méas frecuente de las neoplasias que afectan a los nifios
menores de 15 afios en México, después de la leucemia y los linfomas (Rivera-Luna et al., 2007). A nivel
mundial, el cancer es una de las principales causas de mortalidad, responsable de alrededor de 8.2
millones de muertes en el afio 2012 (Sinning, 2017). Sin embargo, la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) estima que para el 2030 debido a los cambios en el crecimiento poblacional y el envejecimiento,
los casos nuevos sobrepasaran los 20 millones anuales.

Por su parte el Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica (INEGI) presenté un panorama
de la mortalidad en México de los principales tumores malignos durante el periodo de 2011 a 2016, donde
aproximadamente el 50% de las muertes fueron por tumores malignos en una poblacion de 0 a 17 afios,
observandose diferencias entre mujeres y hombres, siendo ellas quienes tienen porcentajes ligeramente
mas altos. El cancer de encéfalo y otras partes del sistema nervioso central ocupa el segundo lugar entre
las cinco principales causas de mortalidad por neoplasias malignas en la poblacién analizada, en el
periodo antes mencionado (Figura 1) (INEGI, 2018).

Por otra parte, es necesario destacar que el cancer en adolescentes es diferente del infantil (menores de
14 afios), y estos a su vez a los carcinomas de adultos. En edades muy tempranas surgen como parte de
sindromes genéticos, mientras que en los adultos se pueden asociar a factores de riesgo ambientales
(Fajardo-Gutiérrez et al., 2003), por lo que es de esperar que los procesos de transformaciéon sean
distintos, en consecuencia, cada tipo de cancer debe de tratarse de manera diferente.
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Figura 1. Principales tumores malignos. Porcentaje de muertes observadas en los cinco principales
tumores malignos en la poblacion de 0 a 17 afios segun el sexo, durante el periodo de 2011 a 2016
(INEGI. Estadisticas de mortalidad. Cubos dinamicos, 2018).

Existe la tendencia en la cual se agrupa a los tumores primitivos del sistema nerviosos central (SNC) en
el grupo de tumores neuroectodérmicos primitivos, en los que se incluyen a los meduloblastomas,
ependimoblastoma, los pinealoblastomas y al meduloepitelioma (Mejica et al., 2005). Por lo que, a partir
de 1979, la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) establece una clasificacién de los tumores primarios
del sistema nervioso central (TPSNC), que se basa en la célula de origen del proceso tumoral, asi como
de sus caracteristicas morfologicas, lo cual puede ser relacionado con el pronéstico. Tomando en cuenta
estas caracteristicas se estratifican en una escala de malignidad que va de | a IV. En el grado | se
caracterizan por ser tumores circunscritos, con lento crecimiento y bajo potencial de conversion a un
tumor de mayor malignidad. El grado Il son tumores de borde difuso, de lento crecimiento y algunos, con
tendencia a progresar a tumores de mayor malignidad. En el grado Ill son tumores infiltrantes con células
atipicas o anaplésicas y de mayor actividad mitotica. En el grado IV son tumores con rapido crecimiento
con mitosis activa y son propensos a necrosis al igual de que pueden presentar vasos de neoformacién.
Tomando esto en cuenta, los tumores son muy heterogéneos, por lo que en la ultima modificacién de
clasificacion de los tumores que afectan al SNC del 2016 (Tabla 1) se han identificado cuatro grados de
pronostico y una variedad de subtipos histologicos, en los cuales el meduloblastoma se ubica dentro de
los tumores embrionarios (recién nacidos a 18 afios), con un grado IV de malignidad y con 11.4% de
incidencia (Sinning, 2017).




Tabla 1. Clasificacion de los tumores del SNC de la OMS (modificada de Testa et al., 2018).

sistema nervioso central.

Clasificacion histoldgica de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) de los tumores del

Tipo de tumor

Grado de malignidad

Tumores difusos astrociticos y
oligodendrogliales

Astrocitoma difuso, mutante IDH

Astrocitoma anaplasico, mutante IDH

Glioblastoma, IDH de tipo silvestre

\

Glioblastoma, mutante IDH

\

Glioma difuso de la linea media mutante K27M

\

Oligodendroglioma

Oligodendroglioma anaplasico

Oligoastrocitoma

Otros tumores astrociticos

Astrocitoma pilocitico

Astrocitoma de células gigantes
subependimarias

Xantoastrocitomapleomarfico

Xantoastrocitomapleomarfico

Otros gliomas

Glioma cordoideo del tercer ventriculo

Glioma angiocéntrico

Tumores ependimarios

Ependimoma

Ependimoma, RELA fusion positiva

Subependimoma

Ependimomamixopapilar

Ependimoma anaplasico

Tumores neuronales y mixtos neuronales-
gliales

Gangliocitoma

Ganglioglioma

Ganglioglioma anaplasico

Tumor neuroepitelialdisembrioplastico

Tumores embrionarios

Meduloblastoma (todos los subtipos)

[\

Meduloepitelioma

[\




Tumor embrionario con rosetas multicapa, v
alterado C19M
Tumor embrionario del SNC v

Meningiomas
Meningioma |
Meningioma atipico I
Meningioma aplasico 1l

Tumores de nervios craneales y
paraespinales.

Neurofibroma |
Perineurinoma I
Schwannoma I
Tumor maligno de la vaina del nervio periférico 11, 11, 111

.2 DESARROLLO DEL SISTEMA NERVIOSO Y DEL CEREBELO

El sistema nervioso se origina de la capa germinal ectodérmica, la cual da origen primero a las células de
la cresta neural (CCN), que contribuyen con la formacion del Sistema Nervioso Periférico (SNP) (células
de Schwann, algunas neuronas, células gliales y sistema nervioso simpatico y parasimpatico); segundo,
al neuroectodermo, originando el tubo neural productor del SNC (cerebro, médula espinal, algunas
neuronas, oligodendrocitos, astrocitos y motoneuronas); tercero, el ectodermo anterior a la placa neural
0 ectodermo no neural donde se promueven las placodas craneales, las cuales forman los érganos
sensoriales especializados y los ganglios de algunos pares craneales, cabe destacar que antes de
finalizarse el cierre del tubo neural, esta da cambios internos originando vesiculas primarias, estas
vesiculas se identifican como: el cerebro anterior o prosencéfalo, el cerebro medio o mesencéfalo y el
cerebro posterior o romboencéfalo. En el momento del cierre del neuroporo anterior, el procesencéfalo se
subdivide en dos vesiculas secundarias, una llamada telencéfalo formando los hemisferios cerebrales
con ventriculos laterales y una posterior llamada diencéfalo que genera las regiones talamicas e
hipotalamicas y el tercer ventriculo, por otro lado el mesencéfalo no se divide pero genera al acueducto
cerebral 0 acueducto de Silvio y finalmente el romboencéfalo se subdivide en metencéfalo situado en el
segmento anterior del cerebro posterior, origen del cerebelo y el mielencéfalo, que forma la médula
oblonga, ambas vesiculas forman el cuarto ventriculo (Rodriguez, 2012).




Prosenceéfalo == 1

= 2

Mesencéfalo { 3

5 4

Romboencéfalto ™ 5

Figura 2. Vesiculas secundarias y estructuras derivadas.1. Telencéfalo: hemisferios cerebrales y
ventriculos laterales. 2. Diencéfalo: talamo, hipotalamo, tercer ventriculo. 3. Mesencéfalo: acueducto de
Silvio. 4. Metencéfalo y mielencéfalo: cerebelo, médula oblonga, cuarto ventriculo. 5. Cordén espinal
(Rodriguez, 2012).

El cerebelo (del latin, cerebellum, “pequefio cerebro”), ocupa no mas del 10% del volumen total del
encéfalo, pero contiene mas de la mitad de todas las neuronas; el papel del cerebelo es muy amplio ya
que influye en sistemas motores incluidos aspectos de adaptacién y aprendizaje. Cabe destacar que el
cerebelo ocupa la mayor parte de la fosa craneal posterior, cuenta con una corteza cerebelosa de
estructura sencilla de tres capas que consta de tan solo cinco tipos de neuronas: estrelladas, en cestillo,
de Purkinje, de Golgi y las células granulares excitadoras, las cuales se muestran en la figura 3. (Kandel,
2001).




Figura 3. Corteza cerebelosa organizada por sus tres capas y sus cinco tipos de neuronas. Un
corte vertical de una sola lamina cerebelosa, muestra el plano longitudinal y el transversal, ilustrando la
organizacion general de la corteza cerebelosa (Kandel, 2001).

La region que origina el cerebelo, su “anlage’, se establece durante la fase inicial del desarrollo
embrionario del cerebro posterior (esto en raton, aproximadamente en el dia embrionario E 8.5), cerca
del limite del “istmo™ entre el mesencéfalo y el metencéfalo, en donde se encuentra una zona organizadora
que produce morfégenos que participan en la regulacion de los patrones de expresion de diferentes
factores transcripcionales que juegan un papel importante en esta primera fase para el desarrollo de la
region conocida como “vermis”. El origen de las células glutamatérgicas del cerebelo tiene lugar en la
interfaz méas dorsal entre el tejido neural y no neural de la “placa del techo™: el labio rémbico (Butts et al.,
2014).

Un factor primordial de la conformacién del cerebelo es la asignacion de territorios en los que se
determinan los diferentes tipos de células que lo componen. De esta manera, el “anlage” cerebeloso se
asienta entre los dominios Hox y Otx por lo que es producto de los mecanismos de segmentacion que
establecen subdivisiones romboméricas dentro del cerebro posterior temprano. El factor de crecimiento
de fibroblastos (FGF) se ha descrito como uno de los morfégenos mas relevantes por su sefializacion que
regula la asignacion territorial y el crecimiento cerebeloso anisotrdpico a partir del rombomero 1 (r1) y se
cree que todas las células del cerebelo surgen de la regidn dorsal del r1, una region que se caracteriza
por la ausencia de la expresion de los genes Otx y Hox (Butts et al., 2014). Es probable que la
diferenciacion cerebelosa ocurra debido a la liberacion de las acciones represivas de Gbx2 en Otx2 del
r1 (Sato et al., 2004).




Las células granulares cerebelosas descritas como el tipo mas abundante de neuronas glutamatérgicas,
se generan fuera del cerebelo en la capa germinal externa (EGL) y migra hacia la capa granular interna
(IGL), con la interaccion de Sonic Hedgehog (Shh) que es un factor para la regulacién del crecimiento
cerebeloso. De manera relevante se han asociado las mutaciones en ptc con un crecimiento anormal de
celulas similares a precursores de células granulares (GCP) lo que participaria en la trasformacion celular
y su participacion en la tumorogénesis (Wechsler- Reya & Scott, 1999). Es por esto que los precursores
de las células granulares son fuente exclusiva del labio rémbico del “anlage” cerebeloso (r1) que migraran
tangencialmente para formar EGL (Wingate y Hatten, 1999).

Debido al patron de expresion y requerimiento de factores troficos de los precursores de células
granulares y la interaccion con los genes que codifican para Shh que se activa de manera aberrante en
la sefializacién para el desarrollo de tumores cerebelosos, se considera que estas células que dan origen
a las diferentes poblaciones de células precursoras estan involucradas en el desarrollo del cerebelo y
con una pérdida de tales sefiales o la capacidad de responder a ellas podrian ser las poblaciones de
origen del meduloblastoma y sus variantes (Wechsler- Reya & Scott, 1999). Sin embargo, existe otra
hipotesis que sugiere la generacién de células troncales cancerosas (CSC) que participarian en
establecer las diferentes variantes de meduloblastoma que se originarian de las diferentes poblaciones
de células precursoras presentes en el cerebelo (Gilbertson et al., 2008).

.2.1 CELULAS TRONCALES NEURALES EN EL DESARROLLO DEL SISTEMA NERVIOSO

Las células troncales se definen en términos funcionales, de este modo son células indiferenciadas con
alta capacidad de autorrenovacion, que daran lugar a uno o mas fenotipos de células especializadas con
funciones determinadas en el organismo, existiendo diferentes tipos de células troncales que se generan
durante el desarrollo en los mamiferos de acuerdo a su potencial para diferenciar. Hasta la etapa de
morula, cada célula producida es idéntica a las demas siendo todas células totipotentes, a medida de que
avanza el desarrollo en la etapa de blastocito, cada célula forma parte de la masa celular interna y es
capaz de producir todas las células del embrion entre si, con excepcidn de las estructuras
extraembrionarias, de esta porcion de la blastula se generan las células troncales embrionarias (ESC)
que son poblaciones celulares con el mayor potencial de diferenciacion, son capaces de producir células
troncales somaticas incluidas las que dan lugar al sistema nervioso central (SNC) (Mayani, 2003).

Durante el desarrollo del SNC existen elementos reguladores que daran origen a diferentes poblaciones
de células troncales neurales (CTN). La CTN se define como una poblacion indiferenciada con la
capacidad de autorrenovarse por lo cual podran dar origen a células idénticas asi mismas con un mismo
potencial de diferenciacion y por ultimo tener el potencial de dar origen a neuronas y células gliales. La
induccion neural da origen al neuroepitelio, en el cual se da la migracion del nucleo de las células a lo
largo de su altura (migracion nuclear intercinética),la cual se encuentra coordinada con las diferentes
fases del ciclo celular, cuando las células se encuentran iniciando la fase G1 el nucleo ha migrado a la
periferia del tubo neural en donde se duplicara su material genético (fase S), para después regresar al
lumen o zona subventricular (SVZ) en donde se transcurrira la etapa G2, para dividirse, por lo que, el
neuroepitelio se encuentra experimentando divisiones celulares simétricas (Acevedo et al., 2011).




Quian et al., (2000) describieron que la proporcién de las CTN varia de acuerdo a su ubicacién a lo largo
de los diferentes ejes, asi como a su etapa en el desarrollo del SNC, alcanzando un 50% en médula
espinal a los 8 dias mientras que en la corteza cerebral un 20% a los 10 dias del desarrollo embrionario
de rata, de este modo se propone que existen diferentes factores que intervienen en la regulacién para
establecer la proporcion de células proliferantes o el momento en el que deben de diferenciar, lo cual esta
determinado por las vias de sefializaciéon que se activan dentro de sus microambientes (Acevedo et al.,
2011).

Acevedo et al., (2011) han descrito que existen al menos cinco poblaciones diferentes de precursores
neurales (Figura 4), la poblacién que integra a la CTN mas temprana, se ubica en el neuroepitelio
denominadas precursores neuroepiteliales primitivos (PNEs) con la tasa de proliferacion mas elevada,
que genera una sucesion de divisiones celulares simétricas, permitiendo la amplificacién de la poblacion
por autorrenovacion para generar poblaciones con un potencial de proliferacion y diferenciacién alto,
necesario para dar origen a la diversidad de fenotipos terminales que integran al sistema nervioso en sus
diferentes regiones, por lo cual se han planteado como células que tendrian la capacidad de dar origen a
los tumores del SNC.

Los PNEs son una poblacidn que se encuentran de manera temporal en el desarrollo neural del ratdn, se
encuentran entre los dias 5.5 a 7.5 del desarrollo embrionario, su funcion es dar origen a la célula troncal
neural temprana (PNEs tempranos), esta poblacion requiere de FGF para proliferar, asi como factores de
transcripcion (FT) con dedos de Zinc Zfhx1b (Dang & Tropepe, 2010).

En etapas avanzadas del desarrollo, es posible detectar una tercera poblacion celular que es generada
por los PNEs tempranos, la cual es denominada como PNEs tardios, su existencia esta relacionada con
la expresion del receptor a EGF (EGFR), evento dependiente de la actividad de FGF2 (Santa-Olalla &
Covarrubias, 1999).

La cuarta poblaciéon es la glia radial (RG), se genera desde que da inicio la neurogénesis,
caracterizandose por expresar el antigeno que muestra homologia al anticuerpo monoclonal RC2, el
trasportador de glutamato especifico de astrocitos (GLAST) y la proteina de unién a lipidos cerebrales
(BLBP), cabe destacar que dentro de sus funciones iniciales es el soporte y guia de los neuroblastos o
neuronas jovenes, dada su estructura, se caracteriza por emitir prolongaciones que ponen en contacto a
la célula con las superficies ventricular y pial al mismo tiempo, regiones en donde se dividen las CTN y
se generan los neuroblastos (region ventricular) para migrar a la superficie en donde diferenciaran
terminalmente (cercano a la region pial), por tanto el tener acceso a ambas superficies es una de las
particularidades del neuroepitelio o CTN primitiva, por lo cual la RG es una poblacion celular que se ubica
en el neuroepitelio (Acevedo et al., 2011). Se ha descrito que la RG contiene la capacidad de generar
neuronas Yy celulas del linaje glial que desempefan un papel estructural principal en la region del SNC
(Campbell & Gétz, 2002). Por lo que la RG da lugar a la quinta poblacién de neuronas corticales durante
el desarrollo embrionario tardio y posnatales responsables de la neurogénesis adulta (Acevedo et al.,
2011).

Las células troncales neurales del cerebro adulto (ANSC) son la quinta poblacion descrita en dos nichos
(la zona subventricular de los ventriculos laterales y la zona subgranular en la formacion del hipocampo),
en donde proliferan y dan origen a interneuronas del bulbo olfatorio y a las neuronas granulares del giro
dentado del hipocampo, respectivamente (Riquelme et al., 2008). De igual manera éstas forman un




conjunto de células precursoras a las cuales se les describe como células D1, D2 y D3, las cuales a su
vez daran origen a neuronas granulares del hipocampo (células G) (Seri et al., 2004). Cabe destacar que
las dos poblaciones del adulto se han identificado como multipotentes y se autorrenuevan en ensayos in
vitro y en consecuencia, la diversidad de las CTN durante el desarrollo hace predecir la existencia de
diferentes mecanismos que permiten establecer una limitacion del potencial a diferenciar, y de esta
manera hay una necesidad en la variedad de fenotipos para cada una de las regiones (Acevedo et al.,
2011), asi como los diferentes FT se expresan de manera diferencial por los efectos de morfégenos
(moléculas que generan respuestas diferenciales de acuerdo a gradientes de concentracion), los cuales
durante el proceso de induccion neural establecen la identidad regional que impacta en la generacion de
los diferentes fenotipos de cada estructura a lo largo de los ejes antero-posterior y dorso-ventral (Ulloa &
Briscoe 2007).
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Figura 4. Células troncales neurales identificadas en el desarrollo embrionario y en cerebro adulto
(Acevedo et al., 2011).

1.2.2 MARCADORES NEURALES

Durante el desarrollo embrionario, en los tejidos que se generan, se producen diferentes poblaciones
celulares que participan en la coordinacion de los eventos de determinacion, compromiso y diferenciacion
de los constituyentes celulares de cada 6rgano, asegurando procesos morfogenéticos que construiran
cada tejido, al conjunto de esas poblaciones relacionadas entre si, de modo ascendente o descendente,




se le conoce como linaje. De este modo en el linaje neural hay evidencias de la existencia de poblaciones
intermedias que se relacionan en la Figura 5. De este modo, las CTN se representan como la primera
poblacion del linaje, posteriormente se genera un precursor que posee el mismo potencial que la célula
troncal, es decir también produce a todos los constituyentes celulares del tejido, con la limitante de que
no posee la capacidad de regenerarse a si misma, es decir su vida es finita, por lo que esta poblacion
recibe el nombre de progenitor de amplificacion transitoria (PAT) multipotente. Estas células poseen la
mayor parte de los marcadores presentes en la CTN. Sin embargo, destaca como caracteristica el tener
una tasa de proliferacion alta, asi como altas demandas celulares, esto puede ser durante el desarrollo,
el recambio tisular o bajo situaciones de dafio. Posteriormente, se generan progenitores que adquieren
el compromiso de diferenciar a solo algunos o un fenotipo especifico. Es finalmente de esta poblacién de
donde se originan los fenotipos terminales (Acevedo et al., 2011).

Por consiguiente, las poblaciones antes mencionadas en las Figuras 4 y 5 pueden ser identificadas por
marcadores moleculares. Sin embargo, diversos autores mencionan lo dificil de identificar un marcador
exclusivo de las poblaciones. Hasta el momento actual la identificacion de estas poblaciones, en particular
las CTN y PAT se realiza por una evaluacién funcional. Sobresale como marcadores de la CTN, Bmi1,
proteina de la familia Policomb, que esta implicada en la regulacién epigenética, esta proteina es la unica
que ha mostrado una capacidad para mantener la autorrenovacion y proliferacion de la CTN (Acevedo et
al., 2011). SOX2 es importante ya que mantiene a los precursores multipotentes y participa en la
propiedad de autorrenovacién de la CTN, asi mismo es una proteina indispensable en la represion de la
diferenciacidén neuronal (Graham et al., 2003). Su represidn transcripcional muestra propiedades para la
diferenciacidn neural durante el desarrollo embrionario y del cerebro del adulto. Mushashi es una proteina
de unién a RNA que se expresa preferentemente en el SN en donde regula negativamente la traduccidn
de genes como NumB, provocando una interferencia en la traducciéon del RNA mensajero de Notch,
favoreciendo la actividad de Notch y contribuyendo a una autorrenovacion de las CTN (Okano et al.,
2005). CD133 (prominina-1) es una proteina de membrana que se ha empleado para aislar a células
troncales de diferentes tejidos incluyendo al neural y tejidos tumorales, las funciones y sus ligandos
especificos de la prominina aun son relativamente poco claras (Mizrak et al., 2008).

Con excepcion de Bmi-1, todos los marcadores previamente mencionados se han localizado en el PAT,
mientras que las otras moléculas se expresan en los precursores neurales, que se representan en la
Figura 5 (Acevedo et al., 2011).

Existe evidencia genética y molecular que ha permitido identificar la participacion de diferentes moléculas
en el SNC implicados en el desarrollo del cerebelo, muchas de estas moléculas estan involucradas en
regular la proliferacion de sus precursores, de tal manera que se han implicado en los mecanismos de
transformacion que participa en el desarrollo de los meduloblastomas, las vias que destacan son las que
promueven el crecimiento, asi como aquellas que lo inhiben llevando a su generacion.
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Figura 5. Linaje neural y células que integran al linaje neural se generan a partir de los cinco tipos
de CTN (Acevedo et al., 2011).

.3 MEDULOBLASTOMA: CARACTERISTICAS GENERALES

El meduloblastoma es un tumor embrionario de mayor presentacién en la poblaciéon pediatrica y con
menor frecuencia en adultos. Son las neoplasias sélidas mas frecuente en poblaciones pediatricas y la
segunda causa de muerte por cancer en menores de 15 afios (Mejica et al., 2005). Actualmente se asume
que este tumor surge de los precursores de células granulares del cerebelo, en la zona ventricular y de
los precursores neurales de la porcién dorsal del puente.

Los meduloblastomas son neoplasias malignas e invasivas que se localizan preferentemente en la fosa
posterior y pueden presentar un color purpura a gris, se presenta bimodalmente con picos de incidencia
entre 3-4 y 8-9 afios. Se considera que es la neoplasia méas frecuente en la edad pediatrica siendo el 25%
de incidencia en nifios y adolescentes, mientras que en adultos suele presentarse aproximadamente en
un 0,5%-1% de las neoplasias del sistema nervioso central (SNC) (Crawford et al., 2007). En cuanto a su
prevalencia es mayor en hombres que en mujeres con una relacion de 1.5:1 (de la Cruz Pabon et al.,
2018). Pero no dejando a un lado que cuando se presenta una manifestacion de una lesion hiperdensa
que compromete el cerebelo en un adulto, se debe considerar una metastasis de hemangioblastoma o
astrocitoma, y con una menor frecuencia un meduloblastoma. El subtipo mas comun en adultos es el
desmoplasico, que se localiza principalmente en hemisferios cerebelosos. A diferencia de los tumores




pediatricos que se localizan habitualmente en la linea media. El meduloblastoma se considera un tumor
de rapido desarrollo por su diseminacién al cuarto ventriculo y al acueducto de Silvio por el liquido
cefalorraquideo. Aproximadamente al momento del diagndstico el 20% de los pacientes presenta
metastasis ependimarias retrogradas o subaracnoideas (Mejica et al., 2005).

.4 CLASIFICACION HISTOPATOLOGICA DEL MEDULOBLASTOMA

En la ultima publicacion de la clasificacion de los tumores del SNC por la OMS en el 2016, el
meduloblastoma fue clasificado en 5 variables o subestirpes que presentan grado IV de malignidad:
meduloblastoma clésico, meduloblastoma desmoplasico / nodular (MBDN), meduloblastoma con extensa
nodularidad (MBEN), meduloblastoma de células grandes / anaplasico (MB LC / A) y meduloblastoma
NOS (Komori et al., 2017).

Meduloblastoma clasico se caracteriza por una alta celularidad, con una alta proliferacion y presentan
células pequefias de mediano tamafio con nucleos redondos, hipercromaticos u ovalados. Pueden
presentar regiones con rosetas Homer-Wright que pueden entrecruzarse, su presencia se llega a asociar
con el aumento del pleomorfismo nuclear, asi como una alta actividad mitética (Millard et al., 2016).

Meduloblastoma desmoplasico / nodular (MBDN) se caracteriza por ser una estructura bifasica que
consiste en zonas libres conocidas como “islas palidas’, rodeada de una gran densidad celular con una
alta proliferacion, también se puede apreciar una baja actividad mitética, acompafiada de apoptosis
celular (Ellison, 2002).

Meduloblastoma con extensa nodularidad (MBEN), presenta una estructura lobular extendida, con
nddulos grandes, algunos de apariencia ovoide, se caracteriza por tener células necroticas y
esporadicamente células parecidas a neuronas maduras (Gilbertson et al., 2008).

En cuanto al meduloblastoma de células grandes / anaplasico (MB LC / A) se realiz6 la fusién de ambas
presentaciones, ya que por lo regular muestran una composicion celular mixta. La anaplasia citolégica
refleja una mayor variabilidad nuclear, mientras que las células grandes se distinguen por tener nucleos
redondos mas grandes. En cuanto al diagndstico, se debe tener en cuenta que debe ser predominante
un tejido muy anaplésico o un componente de células grandes o una mezcla de ambos (Pietsch et al.,
2016).

En el dltimo caso, meduloblastoma NOS, fue una subclasificacién que se introdujo en la clasificacién de
la OMS en el afio 2016 (WHO2016) para permitir agrupaciones lo mas rigurosamente posible, ademas
de incorporar la nomenclatura molecular.

NOS se aplica cuando las pruebas genéticas no estan disponibles, las pruebas genéticas no muestran
modificaciones genéticas de diagndstico que sean compatibles con los descubrimientos histologicos o
cuando existe inseguridad sobre las caracteristicas arquitectonicas o citolégicas de un tumor debido a la
insuficiencia de tejido de muestreo o la presencia de artefactos tisulares (Komori et al., 2017).

Es por esto que el conocimiento sobre el meduloblastoma desde la clasificacion de la OMS en el 2007 de
los tumores del SNC, ha aumentado sobre todo en el conocimiento de las alteraciones genéticas y




caracteristicas biologicas, que se han complementado con estudios del genoma completo y
transcriptémicos. Diversos autores han sefialado que los subgrupos moleculares del meduloblastoma se
superponen con las caracteristicas histologicas.

1.4.1 CLASIFICACION MOLECULAR DEL MEDULOBLASTOMA

En el 2012 se llegd a un consenso general con relacién a la existencia de solo cuatro subgrupos
moleculares de meduloblastomas, designados como WNT (Wingless) con una frecuencia de 11%, SHH
(Sonic Hedgehog) con 28%, Grupo 3 (GPR3) con 27% y Grupo 4 (GPR4) con 34%. Donde adicionalmente
los pacientes se distinguen en tres grupos de edad: bebes, lactantes y pre-escolares (de 4 afios), nifios
(de 4 a 16 afos) y adultos (de mas de 16 afios), en los cuales se demostrd una frecuencia diferente de
estos subgrupos, de la siguiente manera: Tanto bebes como adultos la frecuencia de SHH fue mas
prominente, representando mas de la mitad de los casos pero en nifios la frecuencia fue menor (14%),
los meduloblastomas designados como WNT estaban casi ausentes en lactantes (1%) de igual manera
que en el GPR4 (11%). En contraste, GPR3 ligeramente se encontrd en adultos (6%). En cuanto a la
distribucion por género, los tumores WNT Y SHH ocurrieron por igual tanto en hombres como en mujeres,
mientras que en el grupo 3 y grupo 4 la frecuencia es el doble en hombres que, en mujeres, esto se
observé para las tres categorias de edad. En la mayoria de los meduloblastomas se observd una
histologia clasica en un 70%, 16% en una histologia desmoplasica y un 10% una histologia de células
grandes/anaplasicas (MB LC / A). Sin embargo, los tumores SHH fueron mas frecuentes en lactantes y
adultos, el grupo 3 se encontré comunmente en lactantes, pero no en tumores de grupo 4 o WNT. Con
una ocurrencia maxima mas tarde en la infancia (5-13 o 10-12 afios). Se mostraron diferencias en la
distribucion de las anomalias cromosdmicas, en las cuales se encontr la pérdida completa o parcial del
cromosoma 6 en los tumores WNT (85%), la pérdida del cromosoma 9 con mayor frecuencia en tumores
de SHH (47%), y con menor frecuencia en tumores de grupo 3 (21%), la pérdida de 17p con 0 sin ganancia
de 17q se presenta con mayor frecuencia en grupo 3 y grupo 4. Los cuatro subtipos moleculares de
meduloblastomas presentaron diferencias significativas en la supervivencia, la mejor supervivencia se
manifest6 entre los tumores WNT y la peor en los pacientes con el tumor del grupo 3 (Kool et al., 2012).

SHH (Sonic Hedgehog) es una proteina que tiene efecto proliferativo sobre células precursoras de
células de Purkinje por lo que se propone que contribuye a la patogénesis del meduloblastoma. Esta
proteina se adhiere al receptor transmembrana PATCHED1 (PTCH1). En ausencia de la proteina SHH,
el receptor PTCH1 se adhiere a otra proteina, "smoothened” (SMO) e inhibe asi la activacion de factores
de transcripcion que conducen a la proliferacion celular. Cuando la proteina SHH se une al receptor
PTCH1 se revierte esta inhibicion, lo que lleva a la activacion de los factores de transcripcion y a la
oncogénesis. Se ha sugerido que los tumores del grupo SHH surgen de los precursores neurales de la
capa granular externa o del nucleo coclear. Se tiene un pronéstico intermedio con una supervivencia de
60-80% a los 5 afios y una relacion de género 1:1 con una presencia en nifios bimodal, ademas de la de
los adultos.

WNT (Wingless), es una proteina extracelular cuya sefializacion participa en la regulacion del crecimiento
y diferenciacion. Esta proteina se adhiere a su receptor Frizzled (FRZ), donde la interaccion desestabiliza
un complejo proteico que regula la concentraciéon de un regulador de factores de transcripcion (B-




Catenina), lo que promueve el crecimiento y la proliferacién celular del tumor. Las mutaciones en la
sefializacion de WNT son comunes en pacientes con sindrome de Turcot y se han encontrado mutaciones
en el complejo proteico y en la B-catenina. Su distribucion entre géneros es de 1:1, son mas comunes en
nifios y adultos y muy escasos en lactantes. Tienen el prondstico mas favorable de los cuatro subgrupos,
los tumores del subgrupo WNT parecen surgir de los progenitores del labio rombico inferior del tallo
cerebral.

Grupo 3 es caracteristico de una alta amplificacion del proto-oncogen MYC, donde en casi todos los
casos se expresa MYC aberrantemente, al igual que encontrarse altos niveles de inestabilidad genomica.
Se ha descrito de igual manera la activacion del factor de crecimiento independiente 1 (GFI1) o de los
pro-oncogenes GFI1b. La mayoria de estos tumores presenta una histologia de la estirpe clasica y en
menor medida de células grandes/anaplasica. Se presenta en mayor medida en nifios y varones (2:1),
teniendo también el peor pronostico de los cuatro subgrupos de meduloblastoma, el grupo 3 parece
originarse de los precursores neurales de la capa germinativa externa de la regidn subventricular.

Grupo 4 son los tumores mas comunes, con un pronostico intermedio (similar al SHH) cominmente
tienen una histologia clésica y se suele presentar mas en varones (3:1). Se ha encontrado amplificacién
de proto-oncogenes tales como MYCN y el CDKG. Ciertas partes de tumores del grupo 4 tiene activacion
del GFI1 o GFI1B, asi como la presencia del isocromosoma 17q (De la Cruz Pabén et al., 2018).

Un estudio mas reciente proporciond evidencia sobre la heterogeneidad intratumoral dentro de los cuatro
subgrupos de meduloblastoma, determinando que cada subgrupo esta compuesto por varios subtipos.
Donde se identificaron 12 subtipos: dos para WNT, cuatro para SHH, tres para el grupo tres y tres para
el grupo 4 como se observa en la Figura 6 (Cavalli et al., 2017).

En el subgrupo de SHH, se identificaron cuatro subtipos distintos: el subtipo SHH a afecta principalmente
a nifos (3 a 16 afios) tiene el peor prondstico, se caracteriza a nivel molecular por la amplificacion de
MYCN, YAP1, TP53 y la pérdida de 9q, 10q, 17p.SHH P afecta a nifios (<3 afios), con frecuencia
metastasicos, albergando deleciones PTEN focales y son asociados a un mal prondstico. SHH y tiene un
panorama de numero de copias relativamente silencioso, sin amplificaciones recurrentes (es recurrente
en pacientes lactantes) asociado a la histologia de meduloblastoma con nodularidad extensa (MBEN) y
asociado a un buen pronostico y SHH & es recurrente en pacientes adultos, con un pronéstico favorables
y caracterizado por mutaciones del promotor TERT. En el subgrupo de WNT, se identificaron dos subtipos
distintos: WNT a esta representado principalmente por nifios, con una monosomia 6 y el WNTR esta
representado por pacientes adultos y con frecuencia son diploides para cromosoma 6, ambos tumores
tienen una supervivencia similar, por su parte el grupo 3, se identificaron tres subtipos distintos: grupo
3a, en el cual esta representado por lactantes (<3 afios), con poca frecuencia es metastasico, con pérdida
del cromosoma 8q. El grupo 3 presenta una mayor frecuencia de activacion de los oncogenes GFI1 y
GFI1B, asi como amplificacion de OTX2y la pérdida de DDX31 en el cromosoma 9, por su parte el grupo
3y se caracteriza por la amplificacion de MYC y proporciona un pronostico pobre en los pacientes.
Finalmente, en el grupo 4, se identificaron tres subtipos distintos: grupo 4a, se ve enriquecido por
amplificacion de MYCN, el grupo 4, esta enriquecido para las duplicaciones SNCAIP y el grupo 4y tiene
amplificacion de CDKG (Cavalli et al., 2017).

El estudio se hizo con una gran cohorte de meduloblastomas por expresion genética, pero se sugiere un
enfoque mas integrado con una cohorte mas grande que proporcione una clasificacion mas precisa en la




heterogeneidad de los meduloblastomas ya que la identificacién de subtipos tiene importantes aportes
bioldgicos y clinicos que serviran para la creacion de modelos para generar biomarcadores confiables y
terapias mas efectivas para la identificacion de estos tumores.
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Figura 6. Clasificacion molecular de los meduloblastomas (Cavalli et al., 2017).

1.5 TRATAMIENTO DE LOS MEDULOBLASTOMAS

Los tratamientos actuales para el meduloblastoma implican la realizacién de cirugia para retirar la mayor
parte del tumor, la radioterapia y quimioterapia combinadas para tener la mejor eficiencia. Sin embargo,
el prondstico es muy variable para los pacientes, lo que dependera de la edad, diseminacién de la
enfermedad, residuo tumoral posquirurgico, al igual que la variante histolégica y los grupos de
amplificacién (De la Cruz Pabédn et al., 2018). No obstante, la comprension de las vias de sefializacién
moleculares que participan en el desarrollo y la regulacion de la proliferacién es muy probable que cambie
la expectativa de prondstico de la enfermedad (Crawford et al., 2007).

La cirugia es un componente clave en el tratamiento ya que constituye el control de la afectacién por la
ocupacién craneal, ya que alivia la hipertension intracraneal y ayuda al diagndstico. Sin embargo, hay
riesgo en consecuencias neurolégicas, una de ellas es el sindrome de la fosa posterior (mutismo
cerebeloso), que provoca disminucion de la produccion linguistica y la dificultad para iniciar movimientos,
estos sintomas que pueden o no desaparecer (De la Cruz Pabon et al., 2018).

La terapia de radiacién mejora la supervivencia de los pacientes, ya sea tanto en el control del residuo
tumoral, como para el control de la diseminacion; la cual suele usarse en conjunto con los tratamientos.
Cabe mencionar que el deterioro neurocognitivo grave se ve sobre todo en nifios pequefios (Crawford et
al., 2007). Es por esa razén que diversos autores consideran que se lleve a cabo una reduccién de dosis
o retardo de la terapia en pacientes menores de 3 afios.

La quimioterapia se puede usar posteriormente a la cirugia y a la radioterapia, en nifios se emplea para
retrasar o incluso evitar la radioterapia (Crawford et al., 2007). La quimioterapia se puede usar en
combinacion con radioterapia en casos donde no se pueda llevar a cabo la cirugia (De la Cruz Pabén et
al., 2018). En pacientes pediatricos con enfermedad no diseminada se ha visto que la quimioterapia puede
ser curativa, en adultos la quimioterapia no se asocia a buenos resultados, una de las grandes




preocupaciones es que a largo plazo se ha visto que se desarrollan tumores malignos secundarios,
gliomas y meningiomas, sin dejar a un lado las repercusiones neurocognitivas, asi como algunas
deficiencias hormonales (Crawford et al., 2007).

En estudios posteriores con una poblacion de 22 nifios diagnosticados con meduloblastoma tratados con
quimioterapia presentaron los siguientes efectos tardios: pérdida de audicion (20/22), hipotiroidismo
(8/22), deficiencia de la hormona del crecimiento (7/22), panhipopituitarismo (5/22), cataratas (2/22),
dificultades de aprendizaje (2/22), dificultad motora focal (2/22), disfuncién cerebelosa (2/22) y sindrome
de fosa posterior (1/22) (Vaidyanathan et al., 2014).

A pesar de la mejora en los tratamientos, los pacientes aun necesitan combinatorias de farmacos mas
especificos que permitan una terapéutica mas precisa para mitigar las secuelas negativas al tratamiento
y tener una mejor la calidad de vida de los sobrevivientes de meduloblastoma. Ademas de que en
ocasiones las estrategias terapéuticas antitumorales se enfrentan a casos de resistencia al tratamiento,
y solo se generan secuelas en los pacientes. De tal suerte que es conveniente desarrollar procedimientos
diagnésticos que permitan caracterizar a los tumores para definir con mayor precision el esquema de
tratamiento antitumoral.

1.6 FARMACOS ANTINEOPLASICOS

El descubrimiento de los farmacos para el cancer a través de pruebas a gran escala de sustancias
quimicas sintéticas y productos naturales en animales contra la proliferacion répida de los tumores, fue
entre 1950 a 1970, los cuales interactuaban con el ADN o sus precursores, inhibiendo la sintesis de nuevo
material genético o causando dafio irreparable del ADN en si mismo, que posteriormente con nuevos
avances se extendieron en productos naturales mas convencionales, como el paclitaxel y farmacos
semisintéticos como el etopdsido, ambos implicados en procesos proliferativos. Los principales farmacos
se clasifican en cinco grupos: farmacos alquilantes, antimetabolitos, productos naturales, farmacos
diversos y hormonas-antagonistas, para este trabajo de investigacion se destacan los empleados en el
tratamiento para pacientes con meduloblastoma (Tabla 2) (Chabner et al., 2006).




Tabla 2. Clasificacion de farmacos LUtiles

(Modificada de Bruce et al., 2006).

en el tratamiento de enfermedades neoplasicas

Clase Tipo de farmaco | Nombres no Enfermedades en
comerciales Mecanismo Reacciones la que se
(otros de accion adversas administra
nombres)
Farmacos Mostazas Ciclofosfamida Alteran la | Cistitis Meduloblastoma,
alquilantes | nitrogenadas sintesis de DNA | hemorragica, leucemia linfocitica
y la division | ulceracion aguda y crénica,
celular gastrointestinal, enfermedad de
cistitis, toxicidad | Hodgkin: linfoma no
pulmonar, renal, | Hodgkin, cancer de
hepatica 0 | mama,
cardiaca, ovario, tumores
esterilidad, efecto | sdlidos en nifios;
teratogeno y | trastornos no
leucemia neoplasicos
acompafiados  por
alteracion
inmunitaria:
granulomatosis  de
Wegener, artritis
reumatoide y
sindrome nefrético
Productos Alcaloides de la | Vincristina Especificos en el | Toxicidad Meduloblastoma,
naturales vinca ciclo celular, | neuroldgica, leucemia linfocitica
bloquean células | estrefiimiento aguda,
en mitosis grave, dolor | neuroblastoma;
abdominal, tumor de  Wilms,
alopecia, rabdomiosarcoma,
leucopenia, enfermedad de
trombocitopenia, | Hodgkin, linfoma no
anemia, poliuria, | Hodgkin y tumores
disuria,  fiebre, | sélidos pediatricos
sintomas
gastrointestinales
y sindrome de
secrecion
inapropiada  de
hormona
antidiurética.
Productos Epipodofilotoxinas Etopdsido Especificos enel | Leucopenia, Meduloblastoma,
naturales ciclo celular, | trombocitopenia, | cancer de testiculo,
bloquean células | nauseas, pulmonar de célula
en mitosis vomitos, pequefia y otros
estomatitis, canceres de pulmoén,
diarrea, alopecia, | cancer de mama,
fiebre,  flebitis, | enfermedad de
dermatitis y | Hodgkin, linfomas no
reacciones Hodgkin,  leucemia
alérgicas. mielégena aguda y

sarcoma de Kaposi.




Para el uso correcto de los farmacos antineoplasicos es necesario conocer la cinética del ciclo celular ya
que muchos de estos medicamentos citotdxicos suelen actuar mejor dafiando el ADN. Se ha descrito que
sus efectos adversos son mayores sobre la fase S o sintesis del ADN (Figura 7), en cambio otros como
es el caso de alcaloides y los taxanos bloquean la formacion de huso mitético en la fase M, es por esto
que los farmacos actian sobre la fase més vulnerable del ciclo celular y aunque hay diferencia en la
duracion del ciclo celular entre las células de diversos tipos, todas ellas muestran un mismo patron durante
el proceso de division: una fase que procede a la sintesis de DNA (G1), un periodo de sintesis de DNA
(S), unintervalo después de terminar la sintesis de DNA (Gz) y una fase mitética (M) en la cual las células
se dividen, en dos células hijas G1y cada una de estas ultimas puede iniciar nuevamente de inmediato
un ciclo celular o pasar a una etapa no proliferativa (Go), es por esto que uno de los mayores retos del
tratamiento es ajustar las dosis a fin de lograr un resultado final terapéutico pero sin causar toxicidad. Sin
embargo, los medicamentos dirigidos a moléculas blanco han tenido un buen resultado en diversas
enfermedades neoplasicas, es probable que en un futuro nuevas terapéuticas sustituyan a los farmacos
citotdxicos. También se han visto implicados mecanismos de resistencia de las células tumorales a la
quimioterapia, las cuales pueden seleccionarse de una poblacién tumoral mas grande por exposicién a la
quimioterapia con un solo farmaco en dosis bajas. Esta resistencia puede surgir hacia el medicamento
especifico, como la pérdida de la enzima activadora necesaria o0 la expresion excesiva de una bomba de
expulsion de farmacos como la glucoproteina P, asociada al gen MDR, la cual es una proteina de
membrana perteneciente a los transportadores dependientes de trifosfato de adenosina (ATP), la cual se
ha visto implicada en procesos de resistencia en una amplia variedad de productos naturales que se
utilizan en los tratamientos para el cancer (Chabner et al., 2006).
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Figura 7. Ciclo celular y su relacién con la accion de algunos medicamentos antitumorales. G1 es
el periodo que antecede el inicio de la sintesis de DNA. Las células que estan en reposo se dice que se




encuentran en una subfase de Gy, referida como Go. S es el periodo de la sintesis de DNA, Gz es el
intervalo premitético y M el periodo de mitosis. Los farmacos que son citotoxicos para las células en
cualquier punto del ciclo se denominan farmacos no especificos de fase del ciclo (Chabner et al., 2006).

1.7 BOMBAS DE EFLUJO Y SU PARTICIPACION EN LA RESISTENCIA A TRATAMIENTOS
ANTITUMORALES.

Las bombas de eflujo realizan funciones fisiologicas importantes, como proteger a las células de efectos
toxicos de quimicos organicos a los que pueden estar expuestas. Estan presentes en todas las células,
tanto bacterianas como en células eucariotas, son de gran importancia médica y farmacoldgica, ya que
contribuyen a otorgar la resistencia a medicamentos, lo que establece el fracaso del tratamiento,
incrementa los costos de atencion médica y aumenta la mortalidad debido a complicaciones. La
resistencia a antibidticos de un organismo puede adquirirse verticalmente a su descendencia u
horizontalmente entre organismos mediante conjugacién, transduccion y transformacién. Existen
mecanismos principales por los cuales una célula exhiben resistencia a los agentes quimioterapéuticos:
inhibicion de la apoptosis, induccion de mecanismos de reparacion de ADN, alteracion de la estructura
de la diana del farmaco, modificaciones en la composicién de la membrana celular (que conduzca a una
menor absorcion del farmaco) y niveles de expresion elevados de bombas de eflujo de drogas (Kunjachan
et al., 2013).

Generalmente los transportadores son comparados con conductos, es por esto que los conductos como
los transportadores facilitan la penetracion de los iones inorganicos y compuestos organicos a través de
la membrana, por lo cual pueden estar abiertos o cerrados, y éstos son fendmenos se pueden dar de
manera aleatoria, sin embargo, sélo cuando se encuentran abiertos, los conductos pueden actuan como
poros para algunos iones. En cambio, con los transportadores se forman complejos intermedios con el
sustrato (solutos), que posteriormente genera un cambio en la configuracion del transportador induciendo
la translocacion del sustrato hasta el otro lado de la membrana. De esta manera, la velocidad de recambio
entre los conductos y los transportadores es completamente distinta (Giacomini & Sugiyama, 2017)

Los sistemas de bombas de eflujo estan divididos: Bombas de eflujo procariotas que median la resistencia
en bacterias y las bombas de eflujo eucariotas que median la resistencia a compuestos organicos en
hongos, protozoos y células cancerigenas, cabe destacar que la division esta incompleta ya que existen
otros transportadores que cumplen con funciones Utiles metabdlicamente, ademas de existir otras
variantes como la familia SLC (Ughachukwu & Unekwe 2012).

Se sabe que el transporte vectorial es fundamental para la transferencia eficaz de los solutos a través de
las barreras epiteliales o endoteliales, el trasporte vectorial es unidireccional a través de una monocapa
de células polarizadas, como las células epiteliales y endoteliales de los capilares encefalicos es por esto
que la salida de farmacos del cerebro se da través de las células del endotelio encefélico y las células
epiteliales del plexo coroideo que se realiza por medio de transporte vectorial, asi como los
transportadores ABC los cuales median so6lo la salida unidireccional sin la participacion de
transportadores de entrada en tanto que los transportadores SLC median tanto la captacion o salida del
farmaco (Giacomini & Sugiyama, 2017).




La resistencia de las células cancerosas contra los agentes anticancerigenos puede deberse a muchos
factores, como las diferencias genéticas del individuo, especialmente en las células somaticas tumorales.
Asimismo, es importante destacar el papel del microambiente tumoral sobre resistencia a los
medicamentos como una razén de la recaida e incurabilidad de varios tipos de cancer, este
microambiente tumoral pude involucra células estromales normales, matriz extracelular, factores solubles
que incluyen citocinas y factores de crecimiento, por otra parte, se han detectado poblaciones de células
madre cancerosas en una variedad de tumores hematopoyéticos y sélidos. Aunque la quimioterapia
deteriora una enorme cantidad de células en un tumor, se considera que los agentes quimioterapéuticos
se eliminan de las células madre del cancer con mecanismos especiales, lo que podria ser un factor
importante para la resistencia a los farmacos lo cual se ha demostrado que la sobreexpresion del casete
de unién a ATP (ABC), como ABCB1 y el ABCG2, mantienen las células madre del cancer lejos de los
agentes quimioterapéuticos. Esto es importante ya que las células madre cancerosas comparten varias
de las caracteristicas de las células madre normales ya que proporcionan una vida util prolongada,
incluido el silencio relativo, una capacidad activa de reparacion del ADN y una resistencia a la apoptosis,
nicho vascular, latencia, estabilidad hipoxica y mejorar la actividad de las enzimas reparadoras, de igual
manera estas células permanecen estables en los pacientes que se recuperan aparentemente o hacen
metastasis a 6rganos distantes y causan la recurrencia del cancer (Mansoori, B et al., 2017).

Por desgracia, los tratamientos convencionales para tratar estas neoplasias no han podido ser mas
Optimas en las Ultimas décadas ya que la mayoria de los pacientes recaen después de un tratamiento
inicial y la progresion de la enfermedad provoca su muerte, es por esto que el fracaso de la quimioterapia
en el tratamiento del cancer se le atribuye principalmente a la resistencia a farmacos quimioterapéuticos.

.7.1 BOMBAS DE EFLUJO EN LA EFICACIA DE DROGAS CITOTOXICAS

La resistencia a compuestos quimioterapéuticos se genera en cualquier organismo como consecuencia
de un proceso evolutivo, en el cual el farmaco es el mecanismo de seleccién. Una vez seleccionada la
poblacién resistente a determinados farmacos o compuestos quimicos, a los que usualmente serian
letales para su especie, el mecanismo de caracter genético se hereda a sus descendientes. De manera
equivalente, el tratamiento para combatir el cancer es responsable de seleccionar clonas que sobre
expresan las bombas de eflujo, con lo cual el tumor generara la muerte de los pacientes al no poder ser
eliminadas dichas poblaciones (Astudillo-de la Vega et al., 2010).

La resistencia puede ser intrinseca, natural, innata o de novo. Se han descrito tumores que desde el inicio
no responden a la quimioterapia y el tratamiento no tiene ningin efecto sobre el curso de la enfermedad,
tal es el caso de hipernefroma, cancer de colon, cancer de pancreas o el melanoma. Sin embargo, en
otras ocasiones la resistencia es adquirida, en la cual después de una respuesta objetiva tras el empleo
de los farmacos antineoplasicos, surge una clona celular resistente, que provoca un recrecimiento del
tumor, el cual ya no puede ser controlado por los farmacos inicialmente empleados, llamada también
resistencia adquirida a multiples farmacos antineoplasicos (MDR) (Astudillo-de la Vega et al., 2010)

Cabe destacar que el objetivo principal del tratamiento quimioterapéutico es lograr la muerte de la célula
tumoral, por ello es fundamental lograr que la mayor cantidad de farmaco activo llegue a nivel de su diana




molecular en el interior de la célula y cualquier factor que se interponga o dificulte este objetivo puede ser
causa de resistencia (Sdnchez-Suarez & Benitez-Bribiesca 2006).

El desarrollo de resistencia a la quimioterapia en pacientes con cancer es multicausal y en su origen
pueden intervenir factores farmacoldgicos o celulares, como la distribucidn del farmaco en el organismo,
su catabolismo o su activacion, la presencia de barreras fisioldgicas, asi mismo la ubicacion del tumor, lo
cual limitaran la biodisponibilidad del farmaco citotoxico frente al tumor (Cervantes, 2018).

Los tumores sélidos, de forma intrinseca o adquirida, terminan siendo resistentes a multiples agentes
quimioterapéuticos, ya sea con estructura quimica y mecanismos de accién muy diferentes, siendo un
fendmeno conocido como resistencia a maltiples drogas o MDR, atribuido a una proteina transportadora
de la membrana celular llamada glucoproteina P, posteriormente se descubrieron otros mecanismos
causantes del fenotipo celular multirresistente, como otras proteinas transportadoras, siendo el
mecanismo de expulsion del farmaco fuera de la célula, la resistencia mas estudiada y relacionada con
la accion de ciertas proteinas transportadoras, como glucoproteina P (Pgp), MRP y BRCP. Actualmente
se sabe que las proteinas MDR producen resistencia actuando como ‘bombas de expulsion’,
disminuyendo la acumulacién intracelular de las sustancias toxicas, alterando la distribucion intracelular
de algunas drogas o inhibiendo la apoptosis. Las bombas de eflujo se ubican en la membrana celular y
pertenecen a una familia de transportadores conocidos como transportadores ABC. Estos constituyen
una superfamilia de proteinas que acttan como transportadores activos primarios o “bombas
exportadoras” (Sanchez-Suarez & Benitez-Bribiesca 2006; De Felipe & Duarte 2008).

Las bombas de eflujo requieren para el transporte la hidrélisis de ATP, por lo cual también son conocidas
como bombas ATPasas. Las funciones de estos transportadores pueden ser facilitadoras (a favor de un
gradiente de concentracion, que no necesitan energias) o activadoras (que requieren energia) (Giacomini
& Sugiyama, 2017; Morales-Pérez & Garcia-Milian, 2017).

El bombeo puede ser de forma unidireccional o vectorial, € incluir una diversidad de compuestos entre
los que destacan aminoé&cidos, péptidos, proteinas, iones metélicos, diversos lipidos, sales biliares y
muchos compuestos hidrofébicos, incluidos medicamentos. Por lo regular, los transportadores de tipo
ABC envian hacia afuera de las células los compuestos y lo realizan en contra de su gradiente de
concentracion. En el genoma humano existen 49 genes conocidos para las proteinas de la familia ABC.
La superfamilia ABC constituye la mayor familia de transportadores de membrana, el término ABC que
deriva del inglés “ATP binding- cassette”, el cual hace referencia a los dominios cataliticos altamente
conservados. Hasta la fecha se han identificado principalmente tres de las proteinas transportadoras de
la superfamilia ABC de las bombas ATPasas que se encuentran implicadas en la resistencia
farmacologica: Glucoproteina P (gpP), relacionada con subfamilia ABCB1; Proteina asociada a
resistencia a multiples farmacos (MRP2), relacionada con la ABCC2 y Proteina asociada a resistencia en
cancer de mama (BRCP) relacionada con ABCG2 (Morales-Pérez & Garcia-Milian, 2017).

Ademas de constar de 49 genes en la familia ABC, cada uno posee una o dos regiones conservadas, la
cual es un dominio catalitico central de hidrolisis de ATP que contiene secuencias Walker A y By una
secuencia C especifica para transportadores ABC, como se mencion6 anteriormente estas proteinas fijan
e hidrolizan el ATP para que dichas proteinas utilicen la energia para el transporte ascendente de sus
sustratos a través de la membrana. Algunos transportadores de la superfamilia ABC pueden contener un
unico motivo ABC, formando homodimeros (BCRP/ABCG2) o heterodimeros (ABCG5 y ABCG8) los




cuales exhiben una funcién de transporte y la mayor parte de los genes ABC en las eucariotas transportan
compuestos desde el citoplasma hasta el exterior o hasta un compartimiento intracelular (reticulo
endoplasmico, mitocondria, peroxisomas) (Giacomini & Sugiyama, 2017).

La gpP es una glucoproteina de membrana con un peso molecular de 170 kDa (Figura 8), por este motivo
se le conoce también como proteina P-170 (Sanchez-Suérez & Benitez-Bribiesca, 2006). La gpP de
membrana codificada por el gen ABCB1 (antiguamente MDR1) localizada en el cromosoma 7 (Morales-
Pérez & Garcia-Milian 2017), consta de 1280 aminoéacidos, con 12 dominios transmembrana y dos sitios
de unién para el ATP (De Felipe & Duarte 2008). La gpP suele expresarse en el colon, intestino delgado,
tejidos suprarrenales y hepaticos limitando la absorcidn y mejorando la excrecion de agentes xenobioticos
de igual forma interviene en el transporte de drogas en la barrera hematoencefélica (BHE), asi mismo
diversas neoplasias malignas suelen expresarlo, entre ellas leucemias, cancer de mama, cancer de
ovario, tumores de cabeza y cuello (Tan et al., 2000).

La MRP es una familia formada por 12 proteinas de estructura similar, e incluye nueve miembros (MRP1-
MRP9) (Keppler, 2011). MRP son codificadas por un gen ABCC2 que puede ser localizado tanto en la
membrana citoplasmatica como en el reticulo endoplasmico, formando parte como gpP, de los
transportadores ABC, infiriendo en que puede actuar en la expulsion de drogas fuera de la célula
(Sanchez-Suarez & Benitez-Bribiesca 2006; Morales-Pérez & Garcia-Milian 2017). Los sustratos de los
transportadores en la familia MRP son en su mayor parte aniones organicos, asi mismo las
especificidades de MRP1y MRP2 en lo que se refiere a los sustratos son similares ya que ambos aceptan
conjugados de glutation y glucurénido, conjugados sulfatados de sales biliares y aniones organicos no
conjugados de naturaleza anfipatica, por lo menos una carga negativa y cierto grado de hidrofobicidad.
Ademas, transportan medicamentos neutros o cationicos contra el cancer, como alcaloides de vinca y
antraciclinas, quiza a través de un cotransporte con glutation reducido (GSH) (Giacomini & Sugiyama,
2017).

La BRCP es una proteina MDR, también conocida como CRCP1, MXR, ABCP o0 ABCG2, la cual se aislo
de lineas celulares multiresistentes seleccionadas por mitixantrona. Es un trasportador ABC que necesita
un dimero o multidimero para trasladar el sustrato de forma eficiente a través de la membrana celular; se
ha detectado en leucemias y algunos tumores solidos (Tan et al., 2000; Sénchez-Suarez & Benitez-
Bribiesca 2006). Asimismo BCRP reconoce moléculas con carga tanto neutra como negativa, incluyendo
a ciertos compuestos citotoxicos (topotecano, flavopiridol y metotrexato), conjugados sulfatados de ciertos
medicamentos y hormonas (sulfato de estrégeno), antibiéticos (nitrofurantoina y fluoroquinolonas),
estatinas (pitavastatina y rosuvastatina) y compuestos toxicos en los alimentos (Giacomini & Sugiyama,
2017).
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Figura 8. Representacion de la glucoproteina P. Es una molécula que esta embebida en la membrana
con presencia dentro y fuera de la célula. La parte central de la molécula es un dominio que se reubica
alternamente a las dos caras de la membrana plasmatica (extracelular e Intracelular) que funciona con
energia (ATP) para transportar farmacos del interior de la célula al exterior (Astudillo-de la Vega et al.,
2010).

La quimioresistencia se asocia con la sobreexpresién de proteinas como ABCB1 (MDR1 también
conocida como P-glucoproteina o Pgp), ABCC1 (también conocida como proteina 1 resistente a mltiples
farmacos o0 MRP1) y ABCG2 ( también conocida como proteina resistente a cancer de mama o BRCP),
entre otras lo que se ha correlacionado a resultados desfavorables para los pacientes con neoplasias
malignas, por lo cual conocer los mecanismos que participan en la resistencia a la quimioterapia es un
reto, que brindara la oportunidad de determinar nuevos tratamientos que permitan generar mejores
resultados con estrategias alternativas.

.7.2 EXPRESION DE BOMBAS DE EFLUJO EN TUMORES CEREBRALES, SU RELEVANCIA EN
MEDULOBLASTOMA

El SNC esta separado de la sangre por una vasculatura compuesta de células endoteliales (CE)
especializadas que forman parte de la barrera hematoencefalica (BHE), la cual esta especializada en
proporcionar nutrientes y proteger al SNC de las moléculas nocivas enddgenas y xenobidticas generando
un obstaculo para la entrega efectiva de los medicamentos necesarios a las afecciones patologicas del
SNC, incluyendo el cancer (Wijaya et al., 2017).




Las CE de los vasos cerebrales tienen uniones estrechas intercelulares (TJ) que son continuas. La
integridad y el mantenimiento de la BHE estan respaldados por astrocitos, neuronas, células microgliales,
pericitos y la matriz extracelular (ECM) (Obermeier et al., 2013).

De igual manera se sabe que los transportadores actian en conjunto con enzimas que metabolizan los
farmacos en los diversos tejidos de su destino farmacoldgico, por el contrario, algunos trasportadores
actlian como barreras protectoras en determinados 6rganos o células, por lo que el acceso del farmaco
a dichos tejidos como el encéfalo y testiculos se encuentra restringido por una barrera de endotelio capilar,
por ejemplo la barrera hematoencefalica y los transportadores de salida pueden estar limitando el acceso
de los farmacos por dicha barrera como es el caso de la gpP (Giacomini & Sugiyama, 2017).

Como se menciond anteriormente, gpP es el transportador de membrana de la superfamilia ABC que se
ha descrito como el principal agente involucrado en evitar que lleguen los xenobiéticos a las neuronas.
En los ultimos afios se ha demostrado que también intervienen en diversas neoplasias malignas. Por lo
que se considera que la expresion de gpP por las células endoteliales (CE) de los vasos sanguineos
capilares del SNC (incluidos corteza cerebral, el cerebelo y medula espinal), los capilares de los testiculos
y los capilares de la dermis papilar podrian ser relevantes en la causa de resistencia en multiples tumores
(Cordon-Cardo, 1989).

El éxito del tratamiento de los tumores cerebrales ha sido lento y uno de los problemas que lo dificulta es
su débil respuesta a los medicamentos contra el cancer, ya que la eficacia de la quimioterapia a menudo
se ve afectada por la BHE, que restringe fisicamente la entrada de drogas grandes y / o hidrofilicas en el
cerebro (Demeule et al., 2002). Un desafio para la terapia eficaz del meduloblastoma es la identificacion
de medicamentos que no solo sean eficaces en modelos de lineas celulares especificas para la estirpe
que se requiera, sino que de igual manera puedan penetrar la BHE y de igual manera el tumor, dentro de
los tratamientos de MB se encuentra la quimioterapia, la cual incluye la combinacion de vincristina,
carmustina, procarbazina, ciclofosfamida, CCNU (cloro metilciclohexilnitrosourea), cisplatino y
carboplatino muchos de los cuales son sustratos de ABCB1 o ABCG2 en varias lineas celulares o
modelos murinos in vivo (Wijaya et al., 2017).

Es por ello que el éxito terapéutico depende de la administracion combinada de diferentes farmacos.
Recientemente, se ha propuesto que en caso de resistencia es posible el uso de combinado de inhibidores
para los ABCB1 y ABCG2. Siendo terapias de primera linea que podrian aumentar la penetracion y los
efectos citotdxicos de los medicamentos, mejorando los resultados clinicos. De esta manera, nuestro
proyecto pretende evaluar bombas de eflujo, que nos permita conocer su participacion en la eficacia a
farmacos citotdxicos en las poblaciones celulares que integran estos tumores.




Il. ANTECEDENTES

II.1. EXPRESION DE LA PROTEINA ASOCIADA A LA RESISTENCIA A MULTIPLES FARMACOS

La resistencia clasica a multiples farmacos se atribuye a la elevada expresion de bombas de eflujo de
drogas dependientes de ATP pertenecientes a la superfamilia ABC, las tres mejor caracterizadas son
ABCB1 (MDR1), ABCC1 (MRP1) y ABCG2 (Brcp) (Kathawala et al., 2014).

ABCB1 (MDR1), se expresa normalmente en colon, intestino delgado, suprarrenales, rifidn, higado,
endotelio capilar de cerebro, testiculos, barrera placentaria, musculo, pulmén y pancreas (Sanchez-
Suérez & Benitez-Bribiesca 2006). En el cerebro se ha demostrado la participacion de gpP en células
endoteliales de los capilares que forman parte de la barrera hematoencefalica. ABCB1 se le ha asociado
a un mal pronostico en tumores cerebrales incluidos el MB y glioma, ya que actualmente los
medicamentos que se usan como etopdsido, vincristina y metotrexato, recurrentemente son sustratos de
ABCB1, por lo que se ha anticipado que el inhibir ABCB1 podria mejorar la eficacia en la combinacién de
farmacos para la quimioterapia, en los cuales se hicieron ensayos clonogénicos que se repitieron al
menos tres veces en lineas celulares de MB en respuesta con etopésido solo 0 en combinacién con la
inhibicién de ABCB1 con verapamilo el cual es un farmaco bloqueador de los canales de calcio y
vardenafilo el cual es un inhibidor de la fosfodiesterasa y se visto involucrada en reparar los dafios en el
ADN como en la topoisomerasa I, por lo tanto en su uso médico se usa para la disfuncién eréctil pero
también se ha descubierto su funcién en el SNC, sensibilizando asi al etoposido, lo que implicaria el
papel de ABCB1 en la exportacion de etoposido en el modelo de meduloblastoma (Othman et al., 2014).

La proteina 1 asociada a la resistencia a multiples farmacos (MRP1), codificada por el gen ABCC1, se
expresa ampliamente en el tejido normal y puede contribuir al desarrollo de resistencia a distintos
medicamentos en varios tipos de tumores soélidos como los de pulmoén, mama, prostata y neuroblastomas
y su expresion contribuye a un prondstico negativo (Munoz et al., 2007).

Descubrimientos posteriores con el transportador ABCC2, (MRP2 proteina 2 asociada a la resistencia a
multiples farmacos), muestra un niveles bajos de expresién en ABCC2 bajo tratamiento con cisplatino en
carcinoma de ovario (Guminski et al., 2006). De acuerdo a distintos andlisis de la base de datos de The
Human Protein Atlas, el transportador ABCC2 (MRP2) se expresa en niveles bajos en cerebro
especificamente en el cerebelo y de igual manera hay expresién en algunas lineas celulares de cerebro
como SH-SY5Y, U-87 MG y AF22.

La proteina 3 asociada a la resistencia a multiples farmacos (MRP3), codificada por el gen ABCC3, se ha
descrito en canceres de pulmones, higado, ovario, mama y leucemia y se expresa intensamente a lo largo
de la progresién del cancer de higado, caracterizandose como parte de la resistencia a maltiples farmacos
(Carrasco-Torres et al., 2016).

La proteina 6 asociada a la resistencia a multiples farmacos (MRPG6), codificada por el gen ABCCG, se ha
descrito mutaciones en el MRP6 implicadas en pseudoxantoma elastico (PXE), un trastorno hereditario
del tejido conectivo implicado en una disminucion de la agudeza visual, lesiones cuténeas y
complicaciones cardiovasculares, la proteina 6 fue descrita por su alta expresion en higado y rifion
mientras que su baja expresion se observa en tejidos como pulmones, intestinos, la piel y las paredes de
los vasos sanguineos, sin embargo aun no es posible determinar niveles claros de MRP6, con respecto




a su contribucion de MRP6 a la MDR en tumores y puede ser bastante limitada por lo que se debe facilitar
estudios en profundidad sobre la naturaleza de la enfermedad en pacientes con tumores y cancer
(Scheffer et al., 2002).

Por otra parte, la proteina 7 asociada a la resistencia a multiples farmacos (MRP7), codificada por el gen
ABCC10, es un transportador xenobidtico con una alta especificidad incluyendo medicamentos
antitumorales como taxanos, alcaloides de la vinca, entre otros y tiene una alta expresion en tejidos como
el riidn, cerebro y colon sugiriendo asi su participacion en el transporte de farmacos y otras moléculas
enddégenas (Kathawala et al., 2014).

Finalmente, la Brcp es la proteina-MDR de descubrimiento mas reciente, también llamada MXP, ABCP o
ABCG2, se ha descrito que su expresion confiere una elevada resistencia a las antraciclinas y se ha
detectado la Brcp en leucemias agudas y algunos tumores sélidos como de pulmén (Sanchez-Suarez &
Benitez-Bribiesca2006). Asi mismo Morfouace et al., en el 2015, demostraron que el transportador
ABCG2 se expreso en gran medida, en el meduloblastoma G3 humano y de ratén. Y sugieren que la
expresion de ABCG2 podria explicar la resistencia del meduloblastoma G3 a los tratamientos de
quimioterapia, especialmente aquellos medicamentos de ABCG2, son sustratos como el topotecan.

Tabla 3. Compuestos quimioterapéuticos utilizados en el tratamiento de gliomas y
meduloblastomas (modificada de Wijaya et al., 2017).

Farmaco Tipo de drogal cancer Transportador
implicado
Ciclofosfamida Agente alquilante / MB | Ninguno reportado en
contexto GBM / MB
Etoposido Inhibidor de la
topoisomerasa
Vincristina

Alcaloide de la vinca /
inhibidor de la ABCB1
formacion de

microtubulos en el
huso mitético / MB y
GBM

GBM= Glioblastoma multiforme  MB= Meduloblastoma




Ill. JUSTIFICACION

Los tumores del sistema nervioso central (SNC) ocupan el tercer lugar mas frecuente de las neoplasias
en la poblacion infantil, siendo el cancer una de las principales causas de mortalidad. El meduloblastoma
es la neoplasia solida mas frecuente en poblaciones pediatricas, considerado como un tumor de rapido
desarrollo con una diversidad de poblaciones celulares y una gran heterogeneidad. Los tratamientos
actuales implican cirugia, radioterapia y quimioterapia en los pacientes con tumores mas agresivos e
infiltrantes, aunque es necesario métodos mas especificos que permitan mitigar las secuelas negativas
al tratamiento, lo que permitira proporcionar una mejora en la calidad de vida a los sobrevivientes de
meduloblastoma. Se ha identificado que las fallas en la quimioterapia son resultado en la mayoria de las
veces a que en los pacientes se presenta resistencia a farmacos.

Es por ello que al conocer los patrones de expresion de los transportadores ABC, se podra predecir los
efectos citotoxicos de los medicamentos y asi mejorar los resultados clinicos. Lo que brindara la
oportunidad de establecer tratamientos mas selectivos y eficientes, asi como definir con mayor precision
el prondstico de cada paciente al permitir conocer la eficacia de los farmacos citotoxicos en poblaciones
celulares que integran a estos tumores. Por ello es necesario establecer modelos experimentales que
permitan la posibilidad de evaluar alternativas terapéuticas para mejorar el prondstico y disminuir la
toxicidad de los tratamientos antitumorales.




IV. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cual es el efecto de la expresion de las bombas de eflujo ABCC2 y ABCG2 en la linea tumoral de
meduloblastoma Daoy, sobre la viabilidad celular y el efecto citotoxico de los farmacos antitumorales?

V. HIPOTESIS

La expresién de las bombas de eflujo ABCC2 y ABCG2 confieren una mayor viabilidad a las células de la
linea tumoral de meduloblastoma, Daoy y reduce los efectos citotdxicos de los farmacos antitumorales.

VI. OBJETIVO GENERAL

Correlacionar el efecto citotoxico de los farmacos vincristina, ciclofosfamida y etoposido, en relacion con
la expresién de las bombas de eflujo ABCC2 y ABCG2 en la linea tumoral de meduloblastoma, Daoy.

V1.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Establecer condiciones Optimas para el crecimiento de la linea tumoral Daoy.
. Detectar de la presencia de las bombas de eflujo ABCC2 y ABCG2 en la linea tumoral, Daoy.
3. Evaluar el efecto citotoxico de los farmacos antineoplasicos: vincristina, ciclofosfamida y etoposido
para determinar la viabilidad de la linea tumoral Daoy.
4. Correlacionar en base a la literatura la actividad citotoxica de los farmacos antitumorales con la
expresion de las bombas de eflujo.




VIl. MATERIALES Y METODOS
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Figura 9. Estrategia metodolégica. El siguiente esquema muestra el desarrollo de la estrategia en el
desarrollo del proyecto de investigacion, el cual se divide en tres objetivos concretos: Cultivo celular, el
cual abarca desde el descongelamiento de la linea celular Daoy, hasta la propagacién de dicha linea,
posteriormente la deteccidn de bombas de flujo la cual engloba la extraccion de RNA, la sintesis de cDNA
y los PCRs y finalmente los ensayos In vitro los cuales comprenden la evaluacion citotoxica con la
utilizacion de los farmacos antitumorales dirigidos en la linea tumoral Daoy.

VIL1. CULTIVO CELULAR DE LA LINEA TUMORAL DE MEDULOBLASTOMA DAOY

La linea celular tumoral de meduloblastoma, Daoy (HTB-186) con caracteristicas que se pueden observar
en la Tabla 4, fue obtenida de la American Type Culture Collection (ATCC®). La linea tumoral se mantuvo
en nitrdgeno liquido hasta su uso, la cual se propagé a confluencia de 80-90% en cajas de 100 mm. Se
prepar6 medio Daoy o DMEM-F12 sin hepes, suplementado con suero fetal bovino 10% (5 mL),
antibidtico-antimicético (Penicilina: 100 U/ul, estreptomicina: 100 pg/ul, fungizona: 0.25 pg/Ml), piruvato de
sodio (500 ul) y glutamax (500 ul) (datos mostrados en el apéndice VI1.3.1 Cultivo celular). Para el cultivo
de la linea Daoy, primeramente, se aspiré el medio de las células inclinado las cajas y adicionandole 4
mL de medio de lavado (el cual solo contiene PBS) y agitando de manera oscilatoria. Este proceso se
repitio dos veces y posteriormente para desprender las células adheridas en la monocapa de las cajas se
le agreg6 2 mL tripsina al 0.25 % y posteriormente las cajas fueron incubadas a una temperatura de 37
°C durante 5 minutos, una vez concluido el tiempo de incubacion, se afiadié 2 mL de medio de inactivacion
el cual contiene suero fetal bovino 10% (5 mL) y DMEM-F12 sin hepes (ya antes mencionado), se
disgregaron los agregados, pasando 1 mL por micropipeta de 1000 pl en 20 ocasiones e inclinando las
cajas. EI medio obtenido se colocé en los tubos Falcon de 15mL, que posteriormente se centrifugaron a
400 g (la fuerza centrifuga relativa, RCF) durante 5 minutos, y trascurrido el tiempo se sacaron los tubos
de la centrifuga y se aspiraron las burbujas y el sobrenadante. Se resuspendio la pastilla celular o pellet




en medio para Daoy, ya sea de 1 a 4 mL dependiendo del tamafio del pellet (siendo 1 mL un aproximado
de 1 mm de pellet y 4 mL un aproximado de 1 cm de pellet) Para determinar el rendimiento celular, la
viabilidad celular y el nimero de células para el subcultivo, las células se contaron en una cdmara de
Neubauer. Para esto, las células se propagaron con 500,000 células por caja y se incubaron a una
temperatura de 37 °C y COz al 5 %, hasta conseguir las condiciones necesarias para los lisados celulares
mediante el método de trizol para obtencion de su material genético.

Tabla 4. Caracteristicas de la linea tumoral de meduloblastoma Daoy.

CARACTERISTICAS DE LA LINEA TUMORAL DE MEDULOBLASTOMA DAQY

Daoy (HTB-186)

Marca ATCC
Propiedades de crecimiento Adherente
Tejido Tumor en la fosa posterior del cerebelo
Enfermedad Meduloblastoma cerebeloso desmoplasico
Morfologia Poligonal
Datos del paciente Paciente de 4 afios, masculino, caucasico
Derivacion Linea celular Daoy establecida en 1985 por P.F Jacobsen del Royal

Perth Hospital en Australia Occidental
La linea se derivo de material de biopsia extraido de un tumor en la
fosa posterior de un nifio de 4 afos

Tumorigénico Si
Tiempo de duplicacion de la
poblacion Aproximadamente 34 horas

VII.2. LISIS CELULAR DE LA LINEA TUMORAL DE MEDULOBLASTOMA DAOY POR EL METODO
DE TRIZOL

Una vez obtenido los resultados del conteo celular del cultivo correspondiente y las condiciones
necesarias (rendimiento celular, viabilidad celular y el nimero de células) se procedid a realizar la lisis de
las mismas, para ello se agregd 1 mL de Trizol por cada 5x108 células en un tubo 1.5 mL el cual se
homogeniz6 a maxima velocidad con ayuda del Vortex durante 1 minuto o hasta no observar grumos
celulares en la solucion. Las células lisadas se preservaron a -20 °C por 24 horas y posteriormente se
guardaron a -80 °C hasta por 2 meses (més tiempo se compromete la integridad del RNA y el trizol se
empieza a evaporar).




VIL.3. EXTRACION DE RNA Y SINTESIS DE cDNA

Una vez obtenidas las células lisadas en la solucion de trizol se realizo la extraccion del ARN total. Para
esto, primero las células se descongelaron en hielo. Se homogenizo con la ayuda del Vortex a maxima
velocidad por 1 minuto, enseguida se le adiciono 200 ul de cloroformo y se homogeniz6 por inversién
durante 15 segundos, se dejé reposar la mezcla por 3 minutos a temperatura ambiente y posteriormente,
se centrifugd a 12 000 g por 15 minutos a 4 °C y tras la centrifugacion, se transfirio la fase acuosa que
contiene el ARN a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL, aproximadamente 500ul; se adiciond 500 pl de
isopropanol a 25° C para precipitar el ARN y se incubaron a -25 °C por 10 minutos, posteriormente se
centrifugd a 12 000 g por 10 minutos y al termino de ese tiempo se descart6 el sobrenadante por
decantacién y para eliminar el exceso de sobrenadante de la boquilla del tubo, se colocd de forma
invertida sobre el papel absorbente. Posteriormente se agregd 1.4 mL de etanol 75 % frio ( -20°C) y se
homogenizo en vortex por 1 minuto a maxima velocidad. Se centrifugd por 5 minutosa 7500 ga4 °Cy
se desecho el sobrenadante colocandolo de forma invertida, se coloc un parafilm en la boquilla del tubo
con perforaciones hechas con aguja para dejar secar la pastilla de ARN por 5 minutos a 37 °C en el horno
de secado para eliminar los restos de EtOH presente. Se retird el papel parafilm y se agregd 85 pl de
agua inyectable, se homogenizo en vértex durante 30 segundos a maxima velocidad, se centrifugo en la
minicentrifuga por 15 segundos y se incubaron los tubos durante 10 minutos en bafio seco a 60 °C y
finalmente se colocaron los tubos en hielo por 3 minutos y se centrifugaron en la minicentrifuga 15
segundos. Una vez obtenido el material genético, se determind el rendimiento mediante
espectrofotometria (relacién de absorbancia 280/260 y 260/230) e integridad del ARNm (gel de agarosa).

ElI ARN total, previamente descrito en este protocolo se utilizé para realizar la sintesis de cDNA, utilizando
la enzima transcriptasa reversa MLV. Rutinariamente 3 pl de la reacciéon de cDNA se utilizaron en la
reaccion de PCR el cual contenia TAq DNA polimerasa 2.5 U, deoxinucleétidos 5'-trifosfatos 200 mM,
MgCl2 2.5 Mm, amortiguador proporcionado (Buffer RT) y los iniciadores, todas las reacciones se
realizaron en un termociclador de gradiente (Arktik™). Los protocolos de PCR son especificos para cada
gen blanco como se describe en el siguiente apartado en el cual se emplearon secuencias especificas
(tabla 5) para los genes ABCC2 y ABCG2 (bombas de eflujo) (Esquivel-Estudillo, 2017). Los productos
de amplificacion se analizaron mediante electroforesis, en gel de agarosa con una concentracion de 2%
a un voltaje de 220 V y 140 amp.

Tabla 5. Oligonucledtidos. Secuencias de los transportadores ABC2 y ABCG2.

Oligonucleétidos Secuencia
ABCC2-Human Forward TGGGCTGATATCCAGTGTGGAAGAG
ABCC2-Human Reverse CATTGGACCTAGAACTGCGGCTAAG
ABCG2-Human Forward GCAGCTCTTCGGCTTGCAACAACTA
ABCG2-Human Reverse GAGTTCCAACCTTGGAGTCTGCCACTT




VIL.4. AMPLIFICACION DE DNA MEDIANTE REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA CON
REVERSO TRANSCRIPCION (RT-PCR)

Ademas de conocer la cantidad y calidad del ARN total por espectrofotometria, es importante conocer si
esta integro dicho de otra forma que las bandas no se encuentren degradadas, para descartar posibles
degradaciones del ARN visualizando los ARN ribosomales 28s y 18s en una relacion 2:1. La integridad
del ARN se realizé para evaluar la calidad del ARN, mediante pruebas de pureza, evaluando las posibles
contaminaciones con ADN gendémico mediante electroforesis en gel de agarosa en una concentracion de
2 % y para su verificacion se realizaron reacciones de PCR, utilizando la amplificacién de un gen
constitutivo (GAPDH), el cual se llevo a cabo con el protocolo de 95 °C 1 min, 62 °C 1 min, 72 °C 1 min,
de 30 a 40 ciclos y finalmente el PCR se termina con 10 mina 72 °C.

Una vez purificado, cuantificado y analizado mediante electroforesis, una parte de la muestra se puede
almacenar a 4 °C para los andlisis inmediatos y el material restante se guarda a -80 °C, para una
preservacion por un afio (Esquivel-Estudillo, 2017).

VII.5. ESTUDIO DE CITOTOXICIDAD

Las células previamente subcultivadas en cajas de 100 mm se sembraron en placas de 96 pozos con un
volumen de 200 pl de medio, (2 000 células por pozo), con los farmacos vincristina, ciclofosfamida y
etoposido, los cuales contaron con distintos periodos de incubacion de 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168 y
192 h a 37° C, 5 % CO2. Brevemente, se realizaron lavados de PBS con 100 ul por cada pozo,
posteriormente se desech6 unicamente el PBS colocandolo en los pozos sin absorber las células de la
monocapa, posteriormente se prepard la solucion de calceina mediante el kit de viabilidad, a la cual se le
coloco 10 mL de PBS y 25 pl del kit de viabilidad el cual contenia la calceina, la solucion se homogenizo
por rotacion, girando los tubos a 180° e inmediatamente se le coloco 100 ul a cada pozo, los cuales se
incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente en una hielera oscura. Transcurrido este tiempo la
densidad 6ptica se leyo en un lector de placa de 96 pozos a una longitud de onda de 492 nm.

Finalmente se determin la selectividad citotoxica de vincristina, ciclofosfamida y etopdsido, realizando
gréficas y formulas empleadas en el programa Excel para una mejor visualizacion de los datos obtenidos.

VIIl. RESULTADOS

VIIL.1. PROMEDIO DE CRECIMIENTO DE LA LINEA TUMORAL DAOY DE MEDULOBLASTOMA

Con el objetivo de establecer las condiciones dptimas para el crecimiento de la linea tumoral Daoy para
la obtencion de RNA para realizar los ensayos correspondientes, se procedié a descongelar y propagar
la linea tumoral Daoy de meduloblastoma (HTB-186). El descongelamiento se realizd con un pase 4 y se




propag6 hasta por 29 pases en un total de 90 dias (Figura 10) y se notd que a lo largo del mismo se
mantiene su morfologia adherente de tipo poligonal.

Durante el cultivo se llevo a cabo un registro fotografico desde el pase 4 hasta el pase 33 en que se
realizé cultivo celular, por medio de un equipo de microscopia de contraste de fases, el cual nos permitié
tener registro de las diversas morfologias y caracteristicas de las lineas celulares. De igual manera se
contd con un registro de los dias in vitro y conteo celular entre cada pase para poder determinar el
rendimiento celular, la viabilidad celular, el numero de divisiones y horas por divisiones.

Figura 10. Cinética de crecimiento del cultivo celular de la linea tumoral de Daoy de
meduloblastoma, fotos 10x. Las células de meduloblastoma fueron cultivadas en medio DMEM- F12
suplementado con suero fetal bovino (datos mostrados en el apéndice VII). Cultivo celular de la linea
tumoral de meduloblastoma, Daoy a 37°C y 5% CO2. En el panel A se muestra el crecimiento de cultivo
de la linea celular de meduloblastoma un dia después del descongelamiento (P4). En el panel B se
muestra un crecimiento de células en los primeros pases (P7) presentando una morfologia con aspecto
estrellado, multinucleada y células en suspension. Mientras que en los paneles C y D se muestra un
crecimiento de células con morfologia poligonal con nucleos redondos, citoplasma grande y células en
suspension (P12 y P14). Sin embargo, a partir de los pases finales hasta el pase 33, el cultivo es
homogéneo creciendo sélo con morfologia poligonal con nucleos prominentes y multiples nucléolos
(Panel E).

VIil.1.1. RENDIMIENTO CELULAR

Para determinar la capacidad de crecimiento de la linea tumoral Daoy, como primer paso se calculo el
rendimiento celular. Es decir, del conteo realizado de células vivas multiplicado por 20,000 y por el volumen
en el cual se encontraban resuspendidas las células, dividido entre 5 (nimero de cuadrantes de la cdmara




Neubauer). En la Figura 11, se muestra que el rendimiento promedio fue de 2.62E+06 células en un total
de 29 pases (Figura.11), siendo el pase 8 el que mostré menor rendimiento con 2.01E+06 células y el
pase 14 el de mayor rendimiento con 3.73E+06 células (Figura.11).
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Figura 11. Rendimiento celular de la linea tumoral Daoy de meduloblastoma. Rendimiento celular de
los 33 pases de un cultivo de la linea tumoral Daoy propagados con medio DMEM- F12 suplementado
con suero fetal bovino: Se muestra las barras del rendimiento que representan el nimero de células
cultivadas por pase, asi mismo se muestran los valores en notacion cientifica, indicativo de millones de
poblaciones celulares. Promedio +/- DS

VIil.1.2. VIABILIDAD

Con lafinalidad de conocer si existe un efecto negativo en el protocolo de cultivo celular sobre la sobrevida
de la linea tumoral Daoy de meduloblastoma, se calcul el porcentaje de viabilidad. La viabilidad en el
cultivo se calculd de acuerdo con el rendimiento celular obtenido, el cual se obtiene del conteo de células
vivas y de células muertas en cada uno de los subcultivos. Teniendo un promedio de viabilidad de 97.26%
en un total de 29 pases (Figura 13). Esto sugiere que el procedimiento de cultivo no afecta la sobrevida
de las células tumorales.
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Figura 12. Viabilidad celular de la linea tumoral Daoy de meduloblastoma. Se muestra las barras del
porcentaje de viabilidad de los 33 pases de un cultivo cultivo de la linea tumoral Daoy propagados con
medio DMEM- F12 suplementado con suero fetal bovino. Cada barra representa el nimero de células
cultivadas por pase. Notese que la desviacion estandar es minima en cada barra de datos. Promedio +/-
DS.
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VIIL1.3. NUMERO DE DIVISIONES Y HORAS POR DIVISION

El numero de divisiones en el cultivo de la linea tumoral Daoy, se evalUa por medio del logaritmo base
dos de la duplicacién celular.

Por otra parte, la cantidad de horas por division es un dato que se calcula sumando la cantidad de horas
que se tarda un cultivo en estar a una confluencia celular (80%-90%) para poder ser subcultivadas. Las
horas por division muestran un valor en promedio de 31.40 horas (Figura 14), los resultados son
semejantes a los comparados con lo ya establecido por la ATCC (American Type Culture Collection) que
son 34 horas, con lo que se puede concluir que los cultivos celulares se encuentran en 6ptimas
condiciones. Es importante hacer la observacion que las células inicialmente se adaptaron al medio de
cultivo por lo que su numero de division y horas de replicacion es homogéneo.
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Figura 13. Horas por division celular de la linea tumoral Daoy de meduloblastoma. Se muestra las
barras del numero de divisiones de los 33 pases de un cultivo de la linea tumoral Daoy, propagados con
medio DMEM- F12 suplementado con suero fetal bovino (datos mostrados en el apéndice VII). Cada
barra representa el numero de células cultivadas por pase. Podemos notar que el doblaje se mantiene
practicamente constante en el cultivo de Daoy. El numero de divisiones se obtiene aplicando logaritmo
base 2 del nimero de doblaje o duplicacidn celular. Promedio +/- DS.

VIIL.2. EVALUACION DE LA CALIDAD DEL RNA TOTAL EN MUESTRAS DE LA LINEA TUMORAL
DAOY

Una vez establecidas las condiciones de crecimiento de la linea tumoral Daoy, se obtuvo el material
genético con el objetivo de realizar la posterior deteccion de la presencia de las bombas de eflujo ABCC2
Y ABCG2, al cual se le determiné el rendimiento mediante espectrofotometria (relacién de absorbancia
280/260 y 260/230) como se muestra en la tabla 6, cabe sefalar que la muestra A549 ya se encontraba
con una extraccion posterior por estudiantes del laboratorio sin embargo no se contaba con el numero de
pase de dicha linea. Se determinaron las concentraciones de las muestras de RNA mediante
cuantificaciones observandose una pureza del RNA, de compuestos aromaticos, sales, carbohidratos y
fenoles y concluyendo que dichas muestras no presentaban contaminacién. Posteriormente se evaluo la
calidad del ARN, mediante pruebas de pureza, evaluando la posible contaminacion con ADN gendmico
mediante un PCR (Figura 14), ocupando un marcador de 2,500 a 50 pb, se empleé la deteccién el gen
GAPDH (307 pb) y como control positivo la linea THP-1 (neuroblastoma). Los resultados de la
electroforesis arrojaron resultados favorables, ya que no se encontraron contaminaciones por DNA
gendmico y se amplifico el gen GAPDH en todos los ciclos del control positivo que corresponde al tamafio
esperado, la siguiente prueba que se realiz6 corresponde a la integridad del ARN, en la cual al observar
no se constatd ninguna degradacién de RNA ya que se encuentra intacta la banda en el gel y se
visualizaron los RNA ribosomales 28s y 18s en una relacion 2:1 (Figura 15).




Por lo que se prosiguid a realizar las diluciones correspondientes para la sintesis de cDNA,
estableciéndose una concentracion final de 1 ug/ul de RNA para ser usado.

Tabla 6. Cuantificaciones de RNA sin diluir, de la linea tumoral Daoy de meduloblastoma

Muestra Pase Concentracion A260/A230 A260/A280
1.- Daoy P13 2.3025 ug/ul 1.786 1.769
2.- Daoy P13 2.03 ug/ul 1.997 1.838
3-A549 | e 0.6526 ug/ul 2.346 1.855
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Figura 14. Electroforesis de evaluaciéon de RNA por PCR con GAPDH para evaluar las muestras de
RNA. Evaluacion de la calidad del RNA obtenido de la extraccién del cultivo de Daoy. Para evaluar la
contaminacion del ARN con ADN gendmico se empled la deteccion el gen GAPDH (307 pb), asi mismo
un marcador de 2,500 a 50 pb, en un gel de agarosa al 2.0% y se revelé mediante un transiluminador. En
el gel del lado izquierdo de pueden observar la muestra Daoy-1 del pase 13 y la muestra A549 mientras
que en el gel del lado derecho se observa la muestra Daoy-2 del pase 13, en ambos geles se puede
observar que la calidad es optima ya que se amplifica desde el ciclo 20 hasta el ciclo 40 de manera
ascendente. En ambos casos se colocd control negativo que fue, H20 milli-Q, como control positivo fue

THP.
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Figura 15. Electroforesis de integridad de RNA. Fotografia del gel de integridad de ARN el cual fue
realizado con agarosa y buffer de carga especifico para ARN. EI RNA fue extraido de diferentes pases
de los cultivos de Daoy y A549. Se observan los ARN ribosomales en una relacion 2:1 de 28s y 18s; no
existe degradacion del ARN.

VII.2.1. EVALUACION DE LA CALIDAD DEL cDNA DE LAS MUESTRAS DE LA LINEA TUMORAL
DAOY DE MEDULOBLASTOMA

El procedimiento se realizd de manera continua a las anteriores diluciones del RNA molde para la sintesis
de cDNA. Por lo que primeramente se llevd a cabo un mix para la preparacion de reactivos ocupando
muestras de la linea tumoral Daoy, A549 y SH-SY5Y. Al sobrenadante de la mezcla se le adicioné H20
Milli-Q filtrada, la cual se utilizé como control negativo para la reaccion de cDNA.

Para la evaluacion se realizé un RT-PCR por ciclos de 20 al 40 y se observé la amplificacion del gen
constitutivo (GAPDH) como se muestra en la figura 16. Los cDNAs evaluados muestran buena calidad ya
que se puede observar una amplificacién en aumento entre cada ciclo evaluado por lo que se decidid
utilizar dichos cDNAs para la evaluacion de la expresién de los transportadores ABC ya antes
mencionados.
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Figura 16. Evaluacion de la calidad del cDNA de la linea tumoral Daoy de meduloblastoma.
Fotografia del gel de la evaluacion de la calidad del cDNA de los productos del PCR de GAPDH de Daoy
y A549, en el cual se muestran las bandas correspondientes a la curva de ciclos (20-40). Se coloco un
control negativo del cDNA y un control positivo el cual fue nuevamente THP. Los cDNAs evaluados
muestran una buena cantidad y calidad ya que se puede observar la amplificacion de GAPDH en todos
los pozos con un aumento paulatino entre cada ciclo.

VIII.2.2. ESTANDARIZACION DE LA RT-PCR PARA LA DETECCION DE LOS TRANSPORTADORES
ABCC2Y ABCG2 EN LA LINEA TUMORAL DAOY DE MEDULOBLASTOMA

Una de las metas del proyecto fue conocer si los transportadores propuestos, ABCC2 y ABCG2, se
expresaban en la linea celular Daoy de meduloblastoma. Para confirmar la expresién de dichos
transportadores ABC utilizando la técnica de RT-PCR por ciclos, se realizé una evaluacion de la
concentracion MgClz y la temperatura en la etapa de apareamiento, para determinar las condiciones en
las cuales se obtiene una amplificacién dptima del producto.

Se realizaron dos curvas, una curva de temperaturas de la etapa de apareamiento (62, 64, 66 y 68 grados
Celsius) y una curva de concentraciones sin MgClz (0 mM adicional, 0.5 mM, 1 mM, 1.5 mMy 2 mM) para
determinar las condiciones en las cuales se obtiene una amplificacion 6ptima del producto. En las figuras
16y 17 se muestra la evaluacion de ambas condiciones para detectar ABCC2 y ABCG2.

Una vez evaluado el producto de amplificacion del ciclo 20, 25, 30, 35 y 40, se puede observar en las
figuras 16 y 17 que, en ambos casos en la condicion sin MgClz (0 mM adicional) a 62°C, el producto se
comienza a ver en el ciclo 20 y su amplificacion se va incrementando conforme pasan los ciclos (Figura
17y 18). Por lo que se determiné que para ambos transportadores se utilizaria la condicion sin MgCl2 (0
mM adicional) y una temperatura en la etapa de apareamiento a 66°C, puesto que mostré mayor
intensidad en la banda y menor cantidad de artefactos (Tabla 7).
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Figura 17. Curva de concentracion para la estandarizacion de la amplificaciéon del transportador

ABCC2. Seleccién de condiciones mediante una curva de concentracién de MgCl2 y temperatura para la

deteccion del transportador ABCC2. Se evaluaron 5 concentraciones de MgClz partiendo de 0-2 mM, y 4

temperaturas de 62-68°C (20 condiciones diferentes). En el tercer carril se muestra que la concentracion

de 0 Mm (adicional) de MgCl2 a 66° C, muestran mayor grosor en la banda y menor cantidad de artefactos.
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Figura 18. Curva de concentracion para la estandarizacion de la amplificacion del transportador
ABCG2. Seleccion de condiciones mediante una curva de concentracion de MgClz y temperatura para la
deteccion del transportador ABCG2. Se evaluaron 5 concentraciones de MgClz partiendo de 0-2 mM, y 4




temperaturas de 62-68°C (20 condiciones diferentes). En el tercer carril se observa que la concentracion
de 0 Mm (adicional) de MgCl2 a 66° C, muestran mayor grosor en la banda y menor cantidad de artefactos.

VIIl.2.3. EVALUACION DE LA EXPRESION DE LOS TRANSPORTADORES ABCC2 Y ABCG2 EN LA
LINEA TUMORAL DAOY DE MEDULOBLASTOMA

Para determinar si la expresion del mRNA del transportador ABCC2 y ABCG2 se encontraba en la linea
de meduloblastoma Daoy, se llevd a cabo un RT-PCR con los transportadores ya antes mencionados
previamente estandarizados. Los oligonucleotidos requeridos para este proyecto ya estaban previamente
disefiados por lo que solo se hicieron diluciones (Tabla 8). Cabe destacar que lo oligonucleétidos estan
disefiados para g-PCR. Asi mismo los cDNAs SH-SY5Y y THP-1 ya estaban previamente realizados por
miembros del laboratorio.

Como control positivo del transportador ABCC2 se ocupd la linea control A549 (Cancer de pulmén) y
como control negativo se emple6 el sobrenadante del cDNA de Daoy (Figura 19). Para el transportador
ABCG2 como control positivo se ocupé la linea control SH-SY5Y (Glioblastoma) de igual manera como
control negativo se empled el sobrenadante del cDNA de Daoy (Figura 20).

Tabla 7. Oligonucleétidos. Secuencias de los transportadores ABC2 y ABCG2.

Oligonucleétidos Secuencia
ABCC2-Human Forward TGGGCTGATATCCAGTGTGGAAGAG
ABCC2-Human Reverse CATTGGACCTAGAACTGCGGCTAAG
ABCG2-Human Forward GCAGCTCTTCGGCTTGCAACAACTA
ABCG2-Human Reverse GAGTTCCAACCTTGGAGTCTGCCACTT
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Figura 19. Electroforesis de la amplificacion del transportador ABCC2 por RT-PCR. Fotografia del
gel de la evaluacion de la expresion del transportador ABCC2 en Daoy mediante un RT-PCR punto final.
En el experimento se incluy6 un control negativo el cual era el sobrenadante de cDNA y un control positivo
establecido en la estandarizacion (A549). El producto obtenido de la amplificacion por PCR equivale al
esperado de ABCC2 (107 bp).

C+ SH-
Daoy C- sysy

2,500

800

350
300

250

200

112 bp

100

50




Figura 20. Electroforesis de la amplificacion del transportador ABCG2 por RT-PCR. Fotografia del
gel de la evaluacién de la expresion del transportador ABCG2 en Daoy mediante un RT-PCR punto final.
En el experimento se incluy6 un control negativo el cual era el sobrenadante de cDNA y un control positivo
establecido en la estandarizacion (SY5Y). El producto obtenido de la amplificacién por PCR equivale al
esperado de ABCC2 (112 bp).

Los productos obtenidos de la amplificacion por PCR equivalen a los esperados de dichos genes siendo
el caso para ABCC2 un tamafio de 107 bp mientras que para ABCG2 un tamafio de 112 bp,
demostrandose que en la linea celular Daoy de meduloblastoma existe expresion de los transportadores
ABCC2y ABCG2. Tomando en cuenta que dichos genes de las bombas de eflujo se encuentran presente
en Daoy se puede correlacionar dicha informacién con lo ya reportado lo que llevaria a un aumento de la
resistencia en tratamientos de quimioterapia y radioterapia como se ha visto en distintos transportadores
ABC en multiples tejidos, incluido el sistema nervioso central (SNC).

VIIL.3. ESTANDARIZACION DE CRECIMIENTO CELULAR PARA ESTUDIO CITOTOXICO EN LA
LINEA TUMORAL DAOY DE MEDULOBLASTOMA

A la par de que se hacia el promedio de crecimiento en el cultivo de la linea tumoral Daoy de
meduloblastoma, se realizé una estandarizacion para las condiciones del estudio citotoxico. Por lo que se
tomo parte de las células del subcultivo del pase 9 para sembrar dos placas de 96 pozos, en la cual se
calcul6 el volumen de medio por area cuadrada y el total de células por pozo como se muestra en la Tabla
9. Las células que se sembraron se colocaron en el carril B2 al F2 en ambas cajas y a los extremos de
los pozos se le adiciond agua, esto en ambas cajas (Figura 15). Las placas de 96 pozos se dejaron un
total de 96 horas dejando crecer las células hasta obtener una saturacion en su crecimiento exponencial
y se contd con un registro fotografico, como se muestra en la Figura 16 y 17.

Tabla 8. Resumen de medidas a tomar para sembrado de células en placa de 96 pozos.

Caja/Placa Cantidad de células Area cm? Volumen de medio
100 mm 500,000 55 cm? 8 mL
96 pozos 2909.09 0.32 cm? 270 mL
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Figura 21. Disefio experimental de los estudios de toxicidad. Diagrama para la estandarizacion de
crecimiento celular para estudio citotoxico en caja multipozo de 96 pozos. Del carril B2 al F2 se colocaron
las células de la linea tumoral Daoy y a sus extremos se les coloc6 agua, se dejé un total de 96 horas
hasta su saturacion, obteniéndose un crecimiento exponencial.
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Figura 22. Registro fotografico del cultivo de la linea tumoral Daoy de meduloblastoma en placas
de 96 pozos, fotos 10x. Fotografias correspondientes a la estandarizacidn del crecimiento a Daoy de la
placa multipozo de 96 pozos de 96 horas. En la columna marcada como placa 1y 2 se muestra el
subcultivo inicial del pase 9, mientras que en la columna marcada como placa 1y 2 se muestra el
crecimiento de las células con una saturacion a los 4 dias después de ser subcultivadas. Las columnas
marcadas como B2 al F2 corresponden al carril donde se colocaron las células de la linea tumoral Daoy.
Las fotografias fueron tomadas con el objetivo 10X, usando microscopia de contraste de fases.

PLACA1 PLACA 2
(07/10/20) (07/10/20)

Figura 23. Registro fotografico del cultivo de la linea tumoral Daoy de meduloblastoma en placas
de 96 pozos, fotos 20x. Fotografias correspondientes a la estandarizacién del crecimiento a Daoy de la
placa multipozo de 96 pozos de 96 horas. Las columnas marcadas como B2 al F2 corresponden al carril
donde se colocaron las células de la linea tumoral Daoy las cuales muestran una saturacion a los 4 dias
después del subcultivo. Las fotografias fueron tomadas con el objetivo 20X, usando microscopia de
contraste de fases.




VIIL.3.1. ESTANDARIZACION DE VIABLILIDAD Y MUERTE CELULAR PARA ESTUDIO CITOTOXICO
EN LA LINEA TUMORAL DE MEDULOBLASTOMA, DAOY.

Posteriormente a la estandarizacion de crecimiento celular, la cual se tomé6 en cuenta para establecer
tiempos determinados sobre las células en la placa de 96 pozos antes de que estas lleguen a un estado
de saturacion, con el fin de poder montar una estandarizacién para el estudio citotoxico, en base a la
viabilidad y la muerte celular. Por lo que se tomaron células de los subcultivos de la linea celular Daoy,
las cuales se sembraron en dos placas de 96 pozos con paredes opacas, en la cual se calculd el volumen
de células por pozo (32,000, 16,000 8,000, 4,000 y 2,000 células), las cuales se colocaron del carril A1-5
al C1-5 en ambas cajas y a los extremos de los pozos se le adiciond PBS siendo este el blanco (Figura
18). Las placas de 96 pozos se dejaron un total de 24 horas para permitir su adherencia, posteriormente
se aplico el tratamiento para determinar su viabilidad y muerte celular.

Para el tratamiento de viabilidad se realizaron dos lavados con 100 ul de PBS 1X, posteriormente se
adiciono la solucion que contenia calceina la cual se prepardé mediante el kit, la cual contiene calceina y
se dejo incubar por 30 minutos a temperatura ambiente en una hielera oscura. Transcurrido este tiempo
la densidad dptica se determind en un lector de placa de 96 pozos como se muestra en la Figura 19.

Para el tratamiento de muerte celular se realizo un lavado con 100 ul de PBS 1X 'y posteriormente se
colocd 30 ul de PBS 1X con 70 ul de etanol puro a -20° C. El cual se dejé incubando por 20 minutos a -
20° C. Pasado el tiempo se prepard la solucién con el kit la cual contiene un homodimero de etidio.
Transcurrido este tiempo la densidad optica se determind en un lector de placa de 96 pozos como se
muestra en la figura 20.
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Figura 24. Disefo experimental para la estandarizacion de viabilidad y muerte celular en la linea
tumoral Daoy de meduloblastoma. Diagrama para la estandarizacion de viabilidad y muerte celular para




el estudio citotoxico en Daoy. Del carril A1-5 al C1-5 se coloc6 células de la linea tumoral Daoy con medio
base y a sus extremos se les colocd PBS. Cada carril contaba con una densidad diferente de células las
cuales iban de 32,000 hasta 2,000 células por pozo también en ambas placas se contd con triplicados y
réplicas de los triplicados, para la obtencion de saturacion celular en los pozos.
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Figura 25. Viabilidad de células de la linea tumoral Daoy de meduloblastoma. Las células se
sembraron en placas multipozo de 96 pozos las cuales se trataron con calceina para determinar su
viabilidad. Cada punto representa el nimero de células sembradas por pozo en una lectura de
fluorescencia, donde se puede mostrar una linea de tendencia lineal hasta 16,000 células y a partir de
32, 000 comienza una saturacion celular en los pozos.
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Figura 26. Muerte celular de la linea tumoral Daoy de meduloblastoma. Las células se sembraron en
placas multipozo de 96 pozos las cuales se trataron con etanol para determinar la muerte celular. Cada
punto representa el nimero de células sembradas por pozo en una lectura de fluorescencia, donde se
puede mostrar una linea de tendencia lineal hasta 16,000 células y a partir de 32, 000 comienza una
saturacion celular en los pozos.

Los resultados del andlisis que se muestran en la Figura 25 (viabilidad), cada punto representa el nimero
de células sembradas por pozo en una lectura de fluorescencia, donde se puede concluir que se muestra
una linea de tendencia lineal hasta 16,000 células, a partir de 32, 000 comienza una saturacién celular
en los pozos. De igual forma, la figura 26 (muerte celular) se observa una linea de tendencia lineal hasta
16,000 células y a partir de 32,000 comienza una saturacion celular en los pozos.

VIIL4. EVALUACION DE FARMACOS ANTINEOPLASICOS EN LA LINEA TUMORAL DAOY DE
MEDULOBLASTOMA

Una vez conociendo el numero de saturacion de las células en base a la viabilidad y muerte celular se
procedié a realizar una evaluacion para investigar el efecto citotéxico de los farmacos antineoplasicos los
cuales fueron vincristina, etopésido y ciclofosfamida, utilizando cultivos de la linea tumoral Daoy de
meduloblastoma. Por lo que se determind el volumen de medio por érea cuadrada, asi como el total de
células por pozo (2,000 células por pozo). Posteriormente se realizaron calculos tomando en cuenta, la
masa molecular, IC50 de los farmacos ya antes mencionados y realizar sus correspondientes diluciones.

Se sembraron 2,000 células en 8 placas de 96 pozos con paredes opacas (cada placa representa 1 dia),
del carril B2 al BS cada uno con 4 réplicas, donde la fila B2 es el control y las filas B3 a B5 son las células
con los farmacos; a los extremos de los farmacos se le coloco PBS como blanco y en los bordes exteriores
se adiciono PBS para evitar la mayor evaporacion posible (Figura 21).




Figura 27. Disefio experimental para la evaluacion de los farmacos antineoplasicos en la linea
tumoral Daoy de meduloblastoma. Diagrama para la evaluacién de los farmacos vincristina, etoposido
y ciclofosfamida en Daoy. Del carril B2 al E2 se coloco el control el cual contenia células de la linea
tumoral Daoy con medio base (DMEM-F12 sin hepes), en el carril B3 al E3 se colocd células de la linea
tumoral Daoy con el farmaco vincristina, en el carril B4 al E4 se coloco células de la linea tumoral Daoy
con el farmaco etoposido, en el carril BS al E5 se coloco células de la linea tumoral Daoy con el farmaco
ciclofosfamida y finalmente del carril B6 al F2-F6 se colocé PBS como blanco. A sus extremos se les
colocd PBS para evitar la mayor evaporacion posible.
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Figura 28. Viabilidad de células de la linea tumoral Daoy de meduloblastoma, control. Células
sembradas sin farmacos antineoplasicos. La gréafica representa el nimero de células sembradas por placa




en 8 dias in vitro mediante una lectura de fluorescencia, donde se puede mostrar como las células crecen
sin ningun aditivo méas que el medio base coman.
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Figura 29. Viabilidad de células de la linea tumoral Daoy de meduloblastoma con el farmaco
vincristina. Células sembradas tratadas con vincristina. La grafica representa el nimero de células
sembradas por placa en 8 dias in vitro mediante una lectura de fluorescencia, donde se puede mostrar el
efecto de vincristina y su efecto dependiente en las células a la dosis administrada. En los cuales no se
exhibe niveles de muerte celular sin embargo muestran un crecimiento al paso de los dias.
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Figura 30. Viabilidad de células de la linea tumoral Daoy de meduloblastoma con el farmaco
etopdsido. Células sembradas tratadas con etopésido. La gréafica representa el numero de células




sembradas por placa en 8 dias in vitro mediante una lectura de fluorescencia, donde se puede mostrar el
efecto de etopdsido y su efecto dependiente en las células a la dosis administrada. En los cuales se
exhibe niveles de muerte celular al paso de los dias.
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Figura 31. Viabilidad de células de la linea tumoral Daoy de meduloblastoma con el farmaco
ciclofosfamida. Células sembradas tratadas con ciclofosfamida. La grafica representa el nimero de
células sembradas por placa en 8 dias in vitro mediante una lectura de fluorescencia, donde se puede
mostrar el efecto de ciclofosfamida y su efecto en las células dependiente a la dosis administrada. En los
cuales no se exhibe niveles de muerte celular sin embargo muestran un crecimiento al paso de los dias,
con una relacion muy parecida a las células tratadas con vincristina.

Como se observa, en respuesta a la vincristina y ciclofosfamida, en las células de la linea celular Daoy
mostraron un aumento en el crecimiento celular en comparacion con el control durante los 8 dias in vitro
sugiriendo un posible efecto de resistencia en las concentraciones establecidas (Figura 28, 29 y 31),
mientras que las células con el tratamiento de etopdsido mostraron una disminucién en su crecimiento
sugiriendo un posible efecto de sensibilidad (Figura 30).

Por lo que los resultados sugieren que las células de la linea celular Daoy de meduloblastoma a cierta
concentracion de vincristina y ciclofosfamida conducen a un crecimiento celular lo que abre la posibilidad
de un posible efecto de resistencia celular y por el contrario las células tratadas con etopdsido exhiben
una disminucion celular lo que sugiere una posible sensibilidad al tratamiento (Figura 26).
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Figura 32. Viabilidad de células de la linea tumoral Daoy de meduloblastoma con todos los
farmacos. Grafica con la correlacion de los tres tratamientos y su correspondiente control. La grafica
representa el numero de células sembradas por placa en 8 dias in vitro mediante una lectura de
fluorescencia, donde se puede mostrar que tanto Vincristina como etopdsido presentan una relacion muy
parecida al control e incluso con un numero mayor de células, posteriormente, etopdsido no se apega a
esto y se puede observar como decrece su numero de células al pasar de los dias.

Finalmente, la correlacion de estos resultados sugiere que la presencia de las proteinas ABC
especificamente ABCC2 Y ABCG2 en las células de la linea celular Daoy de meduloblastoma podrian
estar induciendo la salida del farmaco y, por tanto, confiere una mayor viabilidad y exhibe un aumento en
su crecimiento celular cuando se emplea vincristina y ciclofosfamida, y, por el contrario, exhiben una
disminucion en su crecimiento celular y mostrando una menor vialidad celular lo que abre la posibilidad
de que las células presenten un posible efecto de sensibilidad con etopésido, con lo que puede estar
relacionado con lo ya reportado en la literatura de Guminski et al., 2006. The Human Protein Atlas., 2021
el cual menciona que MRP2 (ABCC2), se expresa en niveles bajos en cerebro especificamente en el
cerebelo, lineas celulares de cerebro, asi mismo con lo reportado por Sanchez-Suarez & Benitez-
Bribiesca 2006; Morfouace et al., en el 2015, los cuales informan la presencia de BRCP (ABCG2) en
leucemias agudas y algunos tumores solidos como de pulmén, asi como su expresion en gran medida,
en el meduloblastoma G3 humano y de ratén. Lo sugiere que, a cierta concentracion, vincristina y
ciclofosfamida inducen las proteinas ABC, permitiendo la salida del farmaco y, por tanto, conduciendo a
una resistencia celular.




IX. DISCUSION

El cancer es una de las enfermedades con mayor crecimiento en las ultimas décadas a nivel mundial. A
pesar de los tratamientos actuales la sobrevida de pacientes aun es muy baja, sobretodo en tumores
cerebrales de alto grado. Desde la perspectiva de la quimioterapia, los MB primarios se tratan
principalmente con quimioterapias combinadas que incluyen: etopdsido, cisplatino, lomustina,
ciclofosfamida y vincristina. El fracaso del tratamiento de quimioterapia es particularmente relevante sobre
todo en nifios menores de tres afios, los cuales son tratados preferentemente con quimioterapia para
minimizar los efectos adversos de la radioterapia en el cerebro en desarrollo, sin embargo, un nimero
considerable de pacientes tienen tumores intrinsecamente resistentes a los farmacos que a menudo se
atribuye a la expresion de bombas de eflujo de expulsidn de drogas dependientes de ATP que pertenecen
a la familia de transportadores ABC (ATP-binding cassette), las cuales son las responsables de expulsar
diversos metabdlicos y xenobidticos desde la célula, entre los que destacan farmacos anti-tumorales. Los
enfoques actuales en las investigaciones apuntan a la optimizacion de tratamientos de cancer cerebral,
como la identificacién de los transportadores de resistencia a farmacos presentes en estos tumores para
la seleccion apropiada de tratamientos farmacolégicos (Peigfian, 2010; Vaidyanathan et al., 2014).

Debido a la existencia de poca informacién, analisis funcionales y farmacoldgicos detallado de los grupos
y subtipos de meduloblastomas, existe un desconocimiento de los transportadores de resistencia en
células de meduloblastoma y la poca informacion con respecto a la regulacion de su actividad, ha
contribuido en gran parte a la pobre eficacia de las terapias dirigidas al cancer en el sistema nervioso
central. En el presente trabajo, se establecieron las condiciones adecuadas para detectar a los
transportadores ABC mediante PCRs y estudios citotoxicos in vitro.

Con los resultados obtenidos, determinamos la gran diferencia en la respuesta de las células de la linea
celular de meduloblastoma a la vincristina, clofosfamida y etopésido, considerando que las células
expresen varias proteinas MDR ya que se sabe que estas proteinas confieren resistencia a varios tipos
de cancer, lo que demuestra la importancia de estas proteinas en la respuesta de los meduloblastomas
a los agentes quimioterapéuticos, por lo que se parti6 con una poblacién de células tumorales de
meduloblastoma (Daoy) con el objetivo de evaluar como primer parametro las condiciones 6ptimas para
su crecimiento. Posteriormente se realizd la evaluacion para detectar la presencia de bombas de eflujo
ABCC2 y ABCG2 en la linea celular de meduloblastoma Daoy.




IX.1. EVALUACION DE LA SINTESIS DE ARN

Para llevar a cabo la deteccion de la presencia de las bombas de eflujo ABCC2 y ABCG2, se requiri6 la
extraccion de ARN de la linea tumoral de meduloblastoma Daoy. Por lo que se evalu6 la contaminacion
con ADN genémico mediante un PCR vy el resultado fue favorable ya que no se obtuvo bandas de
amplificacion en las muestras de interés y por el contrario se amplifico el gen GAPDH en todos los ciclos
del control positivo de tal manera que el procedimiento de extraccion de ARN fue correcto en la obtencion
de la fase acuosa libre de ADN, y proteinas asi como en la digestion con la ADNsa, consecuente con los
resultados correspondientes de las absorbancias a 260/230 y 260/280 que se encontraban en un rango
promedio a 1.8, por lo que se determind que las muestras contaban con pureza suficiente.

El siguiente criterio evaluado fue la integridad del ARN obteniendo dos bandas referentes a las
subunidades ribosomales 28s y 18s, obteniéndose dichas bandas en la relacion 2:1 de igual manera no
se observd ninguna degradacién ya que no se observa barrida ninguna de las bandas en el gel. El
resultado fue positivo y se decidio el uso de los ARNSs totales extraidos por ser considerados de pureza e
integridad aceptables para la sintesis de cDNA.

IX.2. EVALUACION DE LA SINTESIS DE cDNA

El cDNA recién sintetizado a partir del ARN total, se evalué mediante RT-PCR con una curva de ciclos de
20 a 40, amplificando gen constitutivo (GAPDH) en las muestras seleccionadas.

El resultado esperado fue dptimo ya que se observo las bandas con intensidad en incremento del ciclo
20 al 40, considerando los cDNAs evaluados de buena calidad por lo que se decidié utilizarlos para la
continuacién de los PCRs para la deteccidn de las bombas de eflujo con los cDNAs evaluados.

IX.3. PRESENCIA DE LAS BOMBAS DE EFLUJO ABCC2 Y ABCG2, EN LA LINEA TUMORAL DE
MEDULOBLASTOMA, DAOY

Como se mencion6 anteriormente, una propuesta de nuestro grupo de investigacion es que las proteinas
ABC son las responsables de expulsar diversos metabdlicos y xenobioticos desde la célula, lo cual afecta
los tratamientos para tratar los tumores de meduloblastoma. Actualmente se reporta la presencia de la
expresion del gen ABCC2 en lineas celulares de cerebro, lo que correlaciona a la contribucién de la
resistencia a farmacos en células de mamiferos, también se sabe que transportan varios medicamentos
contra el cancer, como la antraciclina, el alcaloide de la vinca y el metotrexato, y medicamentos contra el
VIH, como los inhibidores de la proteasa y confiere resistencia a varios farmacos contra el cancer,
incluidos el cisplatino, la doxorrubicina, la epirrubicina, el metotrexato, el etopdsido y vincristina (Atlas,
2022). De igual manera el transportador dependiente de ATP, ABCG2 también conocida como proteina
de resistencia al cancer de mama, la cual funciona como un transportador de xenobidticos que puede
desempenar un papel importante en la resistencia a multiples farmacos, por lo que se correlaciona con la
posibilidad de que sirva como un mecanismo de defensa celular en respuesta a los mdltiples farmacos.




Se ha confirmado su expresion en toda la distribucién regional del tejido cerebral incluyendo la corteza
cerebral y el cerebelo, en cuanto a su expresion en lineas celulares, su distribucion se ha detectado en
muchas lineas celulares incluyendo lineas de células cerebrales (Atlas, 2022).

Pese a que se sabe que una pequefia cantidad de transportadores ABC de la membrana plasmatica
pueden expulsar los farmacos y conferir resistencia, con el trabajo de Morfouace et al., 2015, se demostrd
que ABCG2 se expresa a niveles muy aumentados en el meduloblastoma G3 humano y en un modelo de
raton el cual se expresa fuertemente en la membrana apical de las células polarizadas, incluida la BHE,
ademas ABCG2 esta implicado como marcador de células madre de cancer y es responsable de
mantener un estado no diferenciador por lo que exhiben propiedades intrinsecas como pluripotencia,
mayor capacidad de crecimiento y una tasa de supervivencia mejorada después de la exposicion a
farmacos citotdxicos por lo que es de particular interés para los regimenes terapéuticos.

Lo anterior podria sugerir que la expresion de dichos trasportadores se encuentra en la linea tumoral de
Meduloblastoma, Daoy, de acuerdo a su presencia en diversas lineas celulares de cerebro, por lo que se
identificé 2 bombas de eflujo en la linea tumoral de meduloblastoma, Daoy. Por lo cual primeramente se
realizd una estandarizacion por RT-PCR por ciclos evaluando la concentracion de MgClz y de la
temperatura en la etapa de apareamiento en las cuales se determind las condiciones optimas para una
amplificacion del producto.

Con los resultados obtenidos se obtuvieron dos curvas, una curva de temperaturas de la etapa de
apareamiento (62, 64, 66 y 68 grados Celsius) y una curva de concentraciones sin MgCl2 (0 mM adicional,
0.5 mM, 1 mM, 1.5 mMy 2 mM), en las cuales su resultado mostro una amplificacién del producto que,
en ambos casos en la condicion sin MgCl2 (0 mM adicional) a 62°C, el producto se comienza a observar
en el ciclo 20 y su amplificacion se va incrementando conforme pasan los ciclos, sin embargo se determind
que para ambos transportadores se usaria sin MgClz (0 mM adicional) y una temperatura en la etapa de
apareamiento de 66°C, dado que estos resultados mostraron una mayor intensidad en la banda y menor
cantidad de artefactos (datos mostrados en el apéndice).

Para cumplir uno de los objetivos mas importantes en el desarrollo del presente proyecto, se llevo a cabo
la deteccidn molecular para determinar si la expresion de mRNA de las bombas de eflujo ABBC2 y ABCG2
se encontraban expresandose en la linea tumoral de Meduloblastoma Daoy, mediante RT-PCR.

Como primera instancia lo oligonucleotidos ocupados para detectar las bombas de eflujo ya estaban
previamente disefiados para g-PCR.

Los resultados obtenidos de dichos genes fueron los esperados, demostrandose que en la linea celular
de meduloblastoma Daoy existe expresion de los transportadores ABCC2 y ABCG2, por lo que estos
datos muestran una relacién como lo ya antes reportado sobre la expresion en multiples tejidos, incluido
el sistema nervioso central (SNC), lo que sugiere que algunos farmacos han sido relacionados con el
aumento en sus concentraciones y pueden inducir a las proteinas ABC lo que se podria relacionar con lo
visto en la resistencia a quimioterapia y radioterapia en pacientes con tumores cerebrales
especificamente con meduloblastoma.




IX.4. EVALUACION DE FARMACOS ANTINEOPLASICOS

Finalmente, el Ultimo parametro evaluado y el determinante para la comparacion con el trabajo realizado
con la linea tumoral de meduloblastoma, Daoy, fue la evaluacion de los farmacos antineoplésicos para
determinar cuales confieren una mayor viabilidad en relacion con las bombas de eflujo, se ha descrito su
amplio papel que juega en la expulsion de xenobioticos del cerebro, lo que abra la posibilidad de que
confiera a las células resistencia a la gran variedad de farmacos y otros xenobiéticos utilizados para tratar
a los pacientes con Meduloblastoma y por otra parte, podria considerarse como un factor para la
determinacién del grado de malignidad de los diversos subgrupos y subtipos de meduloblastoma.

Con respecto a la citotoxicidad en cultivos celulares se suele expresar como la concentracion de un
agente que es letal para el 50% de las células (CL50) el cual depende del tiempo de incubacién con el
agente (Zhang et al., 2007). Por consiguiente, Ivanov et al., 2015 describe que los avances en el
tratamiento del cancer de modelos in vitro fisiolégicamente son relevantes para detectar y priorizar nuevos
farmacos y su administracion, una de las posibles estrategias para superar la BHE son la interrupcion de
la barrera, el bloqueo de las bombas de eflujo, la utilizacion de transportadores y la admiracion local de
farmacos al cerebro o por infusion en el liquido cefalorraquideo, por otra parte, identificaron un rango en
los niveles de etoposido entre 3 y 10 M maximizaron la toxicidad para los tumores, sin embargo, este
estudio muestra que el etopdsido puede dafiar las células en proliferacion independientemente de su
origen y sugieren que se deben considerar enfoques mas especificos para mejorar la selectividad que
limiten la exposicion del tejido normal y maximicen los efectos tdxicos en los tumores para prevenir la
toxicidad fuera del objetivo.

Por otra parte Shinwari et al., 2011 evaluaron los efectos citotoxicos de la vincristina en la linea celular
Daoy de meduloblastoma donde demostraron la citotoxicidad de vincristina la cual no aument6 de una
manera dependiente de la dosis empleada, sino que se perdi6 y todas las células se volvieron resistentes
mientras las concentraciones del farmaco aun eran bajas por consiguiente ellos sugieren que a cierta
concentracion, vincristina induce las proteinas MDR, lo que permitiria la salida del farmaco y, por tanto,
conducir a una resistencia celular.

No obstante, para determinar lo anterior, en este proyecto se determind con tres tipos de farmacos
utilizados en el tratamiento de meduloblastoma, vincristina, ciclofosfamida y etopdsido, para saber cual
de ellos conferia una mayor viabilidad en presencia de la linea tumoral Daoy.

Inicialmente se llevo a cabo una estandarizacion para las condiciones del estudio citotdxico, tomando
parte de las células Daoy del subcultivo del pase 9 las cuales se sembraron en placas de 96 pozos y se
calculd el volumen de medio por area la cuales se dejaron un total de 96 horas para observar su
crecimiento exponencial con base a su saturacion tomandose en cuenta para establecer tiempos
determinados sobre las células en las placa de 96 pozos y asi conocer el momento dptimo antes de que
estas lleguen a un estado de saturacion y poder montar la estandarizacion para el estudio citotdxico en
base a la viabilidad y la muerte celular.

Para la estandarizacion de la viabilidad y la muerte celular sobre la linea tumoral Daoy, se realizaron
calculos para determinar el volumen de células por pozo (datos mostrados en el apéndice), las cuales se
colocaron en los carriles de las placas y estas se dejaron un total de 24 horas para permitir su adherencia,




los resultados mostraron que a los 4 dias las células llegaban a la saturacidn en los pozos, posteriormente
se aplico el tratamiento para determinar su viabilidad y muerte celular.

Para los tratamientos de viabilidad y muerte celular se analizaron diversos protocolos, sin embargo, se
decidié el utilizar el compuesto de calceina verde fluorescente impermeable a la membrana, que se
retiene en las células viables con las membranas plasmaticas y que posteriormente se puede observar la
densidad optica determinada en un lector de placa de 96 pozos y consecutivamente se realiz6 una grafica
en la cual se visualiz6 el nimero de células sembradas en cada pozo en una lectura de fluorescencia en
la cual se obtuvo una linea de tendencia lineal hasta 16,000 células y a partir de 32, 000 células comienzan
una saturacion celular en los pozos.

Para el tratamiento de muerte celular se realizé mediante el kit de ensayo de viabilidad/citotoxicidad de
calceina en el cual contenia un homodimero Il de etidio colorante vital para la cuantificacion de células
vivas y muertas, que de igual manera se determind en un lector de placa de 96 pozos. Los resultados
mostraron una similitud pues se obtuvo de igual manera una linea de tendencia lineal hasta 16,000 células
y a partir de 32, 000 células comienzan una saturacién celular en los pozos.

Una vez conociendo el numero de saturacion de las células en base a la viabilidad y muerte celular se
procedid a realizar una evaluacion para investigar el efecto citotdxico de los farmacos antineoplasicos los
cuales fueron vincristina, etoposido y ciclofosfamida en la linea tumoral Daoy.

Las células se sembraron en un volumen de medio por area cuadrada en placas de 96 pozos, el medio
se equilibro con las concentraciones deseadas de los farmacos vincristina, ciclofosfamida y etopésido,
tomando en cuenta la IC50 para obtener un stock de los farmacos ya antes mencionados y realizar sus
correspondientes diluciones, por lo que se sembraron las células con los farmacos en 8 placas de 96
pozos (cada placa representa 1 dia).

Los resultados obtenidos fueron favorables y diversos ya que se visualiz6 que en respuesta a la vincristina
y ciclofosfamida las células de la linea celular Daoy mostraron un aumento en su crecimiento celular en
las concentraciones establecidas y presenta una linea de tendencia muy parecida al control durante los
8 dias in vitro, sin embargo, las células con el tratamiento de etoposido muestran confiere una menor
viabilidad celular mitigando su crecimiento. Estos resultados abren la posibilidad de que las células de la
linea celular de meduloblastoma, Daoy a cierta concentracion de vincristina y ciclofosfamida conducen a
un incrementd en el crecimiento celular y una posible resistencia celular y por el contrario etopdsido exhibe
una posible sensibilidad celular, ademas los resultados se encuentran correlacionados con lo ya reportado
en la literatura de Guminski et al., 2006; asi mismo con lo reportado por Sanchez-Suarez & Benitez-
Bribiesca 2006; Morfouace et al., en el 2015, los cuales informan la presencia de BRCP (ABCG2) en
leucemias agudas y algunos tumores solidos.

Por lo tanto, los presentes resultados muestran claramente que los farmacos quimioterapéuticos no
siempre conducen a una mejor respuesta y que las células tumorales pueden responder de manera
diferente a los distintos regimenes quimioterapéuticos que se tienen en la actualidad.




X. CONCLUSION

VL.

Se establecieron las condiciones Optimas para la propagacion y crecimiento de la linea celular
Daoy de meduloblastoma, mediante la determinacion de las horas por division obteniendo un
promedio de 31.40 horas y un de 97.26% de viabilidad lo que sugiere que el procedimiento
de cultivo no afecto la sobrevida de las células tumorales.

Se consiguié obtener el material genético de los cultivos celulares de Daoy de manera
eficiente para realizar las pruebas correspondientes mediante PCR para detectar los
transportadores ABCC2 y ABCG2, realizando a su vez curvas de concentraciones tanto de
temperatura como de MgClz.

Se detectaron los transportadores ABCC2 y ABCG2 en la linea celular Daoy de
meduloblastoma por RT-PCR, los cuales han sido relacionados con el aumento de la
resistencia a quimioterapia.

Se establecieron tiempos determinados sobre las células en la placa de 96 pozos para
conocer el estado de saturacion en el crecimiento celular en Daoy, esto con el fin de
reconocer el momento 6ptimo para determinar la estandarizacion de viabilidad y muerte
celular para el estudio citotoxico.

Mediante la evaluacion citotoxica, se observo un incremento en su crecimiento celular en
Daoy cuando se vieron tratadas con vincristina y ciclofosfamida por el contrario una
disminucion en la linea celular Daoy cuando se le coloco etop6sido.

Mediante la correlacion del patrén de expresion de los transportadores ABCC2 y ABCG2 ya
antes obtenidos, estos resultados dan una idea del posible efecto en la linea Daoy, por lo que
se necesitan mas pruebas conocer las posibles resistencias farmacoldgicas a vincristina y
ciclofosfamida y por el contrario una posible sensibilidad con etopdsido en la linea celular
Daoy.




XI. PERSPECTIVAS

Establecer una metodologia para determinar cuantitativamente la confluencia sobre el cultivo
celular inicial para el correcto crecimiento de dichas células.

Repeticion del presente experimento tomando en cuenta triplicados y replicas para calcular una
respuesta mas precisa de los efectos citotoxicos sobre la linea celular Daoy.

Establecimiento de métodos para la deteccion células apoptéticas.

Repeticion del presente experimento tomando en cuenta un nimero mayor de transportadores
de casete de unién a ATP (ABC), con la finalidad de determinar los niveles de expresion de dichos
transportadores ABC.

Evaluar un rango mas amplio de farmacos antineoplasicos con distintas combinaciones a
diferentes concentraciones en las diferentes lineas celulares de meduloblastoma para determinar
la capacidad de resistencia o sensibilidad sobre las células de meduloblastoma.

Inhibicion de las bombas de eflujo para conocer los efectos de la viabilidad o muerte celular en
las células tratadas con los farmacos antineoplasicos.

Establecer protocolos que permitan la propagacién de células de tejido primario para poder
profundizar en una vision mas a futuro, para lo cual se sugiere evaluar por medio de
xenotrasplantes en un modelo animal el potencial tumorigénico, tanto de las lineas celulares
como de células de tejido primario de meduloblastoma.

Una vez determinado el punto anterior, el conocer los patrones de los farmacos antineoplasicos
y por medio de un modelo animal in vivo, se podra percibir una visidn mas significativa para
predecir una respuesta de las células de meduloblastoma en regimenes quimioterapéuticos.
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Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el cédigo QR ingresando la siguiente clave:
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https://efirma.uaem. mx/noRepud|o/zRzEVRNaDW7XSVr25q6ZvaXnOdvsIu3
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