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RESUMEN

Actualmente el cancer es una de las principales preocupaciones a nivel mundial debido a su
alta tasa mortalidad. El glioblastoma multiforme (GBM, OMS-grado 1V) es el tumor
cerebral primario mas frecuente y maligno con una esperanza de vida media que se
encuentra entorno a los 14 meses tras su diagnéstico. Este tumor se caracteriza por
presentar proliferacion celular descontrolada, infiltracion difusa en el tejido adyacente,
focos de necrosis, elevada angiogénesis y una fuerte resistencia a la apoptosis, ademas de
una elevada inestabilidad cromosémica. Diversos estudios reportados en la literatura
demostraron que la produccion y secrecion aberrante de IL-6 en una gran variedad de
tumores malignos, incluido el cancer de mama, cancer de ovario, cancer de pulmén y
GBM, se relaciona con una escasa supervivencia del paciente. Debido a que los GBM son
resistentes a los protocolos terapéuticos actuales, incluyendo la radioterapia y que la cirugia
no es capaz de eliminar por completo el tumor, debido a su naturaleza infiltrante, las
terapias actuales solo llevan a una mejora temporal y limitada. Por esta razon, comprender
los mecanismos de invasion y migracion del GBM podria abrir el camino a nuevos
tratamientos capaces de revertir el prondstico severo y, posiblemente dar una mejor calidad

de vida.

En base a estos datos, en este trabajo evaluamos el papel de IL-6 sobre la capacidad
migratoria de las células U-87 MG. Los resultados que obtuvimos muestran que IL-6
exacerba la capacidad migratoria de las células U-87 MG, y que este efecto va acompafado
por un incremento significativo en los niveles de expresion de ARNm que codifica para
elementos moleculares asociados a la migracion celular (MMP-2, MMP-9, MMP-14 y Nav

1.5).
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La union de IL-6 a su receptor, activa entre otras vias, la via de sefializacion JAK/STAT,
por lo cual decidimos explorar de manera preliminar la participacion de esta via en la
capacidad migratoria de las células, asi como en la expresion de las metaloproteinasas y del
canal de sodio Nav 1.5. Para el desarrollo experimental utilizamos IL-6 y 2 inhibidores de
la via JAK/STAT, AG490 que es un inhibidor especifico de JAK, y Stattic un inhibidor de
STAT. Las células U-87 MG fueron mantenidas por 48 horas en presencia de I1L-6, AG490
y Stattic, observandose que la presencia de AG490 no afecta la capacidad migratoria

estimulada por IL-6 de estas células, pero si lo hace Sttatic.




INTRODUCCION

1. Cancer

El cuerpo estad formado por muchos tipos celulares, estas células crecen y se dividen de
forma controlada para producir mas células, segun sean necesarias para mantener el cuerpo
sano. Cuando las células envejecen o se dafian, mueren y aparecen nuevas células

(Shlyakhtina et al., 2021).

Algunas veces, este proceso ordenado se descontrola. EI material genético (ADN) de una
célula puede dafiarse o alterarse, lo cual produce mutaciones que afectan el crecimiento y la
division normal de las células. Las células normales se dividen y mueren durante un
periodo de tiempo programado. Sin embargo, la célula cancerosa o tumoral “pierde” la
capacidad para morir y se divide casi sin limite (Figura 1). Tal multiplicacién en el nimero
de células llega a formar unas masas, denominadas “tumores” o “neoplasias”, que en su

expansion pueden destruir y sustituir a los tejidos normales (Puente & de Velasco, 2019)

La Figura 1, compara el proceso de division normal (A) con el proceso de division
neoplasico (B). Las células normales, se dividen de forma controlada, si ocasionalmente, la
célula normal desarrolla mutaciones u otras alteraciones que no pueden ser adecuadamente
reparadas, activa su propio programa de muerte celular para asi controlar su desarrollo y
crecimiento. Este proceso es conocido como “apoptosis” (Puente & de Velasco, 2019). Por
su parte, las células cancerosas, desarrollan mutaciones que no son reparadas y pierden la

capacidad para morir, proliferando en exceso (Puente & de Velasco, 2019).

——



Figura 1. Division celular. A. Las células normales se dividen de forma controlada. Cuando una célula
normal desarrolla mutaciones u otras alteraciones que no pueden ser adecuadamente reparadas activa su
propio programa de muerte celular para asi controlar su desarrollo y crecimiento. Este proceso es conocido
como “apoptosis”. B. Las células cancerosas desarrollan mutaciones que no son reparadas y pierden la
capacidad para morir. (Puente & de Velasco, 2019).

El término cancer, engloba un grupo numeroso de enfermedades que se caracterizan por el
desarrollo de células anormales, que se dividen, crecen y se diseminan sin control en
cualquier parte del cuerpo (Puente & de Velasco, 2019). La Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) en el afio 2017, define al cancer, como un amplio nimero de enfermedades

gue pueden afectar a cualquier parte del organismo.

El céncer, es una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial. Segun
estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 2019, el cancer es la
primera 0 segunda causa principal de muerte antes de los 70 afios en 112 de 183 paises y
ocupa el tercer lugar en otros 23 paises. La creciente prominencia del cancer como una de
las primeras causas de muerte refleja en parte una marcada disminucion de las tasas de

mortalidad por accidente cerebrovascular y enfermedad coronaria, en relacion con el
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cancer, en muchos paises. En todo el mundo, se estima que en 2020 se produjeron 19,3
millones de nuevos casos de cancer (18,1 millones sin incluir el cancer de piel no
melanoma) y casi 10,0 millones de muertes por cancer (9,9 millones sin incluir el cancer de
piel no melanoma), esto es una actualizacion sobre la carga mundial del cancer utilizando
las estimaciones de GLOBOCAN 2020 de incidencia y mortalidad producidas por cancer
por la Agencia Internacional para la investigacion del Cancer (IARC). Se espera que la
carga mundial de cancer sea de 28,4 millones de casos en 2040, un aumento del 47% con
respecto a 2020, con un mayor aumento en paises que estén en vias de desarrollo (Sung et

al., 2020)

La Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) estima que, a nivel
mundial, 1 de cada 5 personas desarrollan cancer durante su vida, y 1 de cada 8 hombres y
1 de cada 11 mujeres mueren a causa de la enfermedad. Estas nuevas estimaciones sugieren
que mas de 50 millones de personas viven dentro de los cinco afios posteriores a un
diagnostico de cancer anterior. El envejecimiento de la poblacion a nivel mundial y los
factores de riesgo socioecondmico siguen siendo los principales factores que impulsan este

aumento.

La magnitud de los efectos del cancer en la salud en México no es muy diferente al
panorama mundial, pues es la tercera causa de muerte, después de las enfermedades
cardiovasculares y la diabetes (Secretaria de Salud, 2017). Aungue en México como en
resto del mundo el cancer de mayor prevalencia es el cancer de mama, en 2020 se
registraron 308,102 nuevos casos de cancer de cerebro a nivel mundial, y de este numero de

casos registrados hubo 251, 329 muertes (Sung et al., 2020), representando




aproximadamente el 82% de muertes por cancer de cerebro con respecto a los casos

reportados de cancer de cerebro.

Numero de nuevos casos en 2020, ambos sexos, todas las edades

Mama

29929 (15.3%)

Prostata
26 742 (13.7%)

Otros canceres Colorectal

103 261 [52.8%) 14 901 (7.6%)
Tiroides
11 227 (5.7%)

Cuello uterino
9 430 (4.8%)

Total: 195 499

Figura 2. Estadistica del cAncer en México. Los tipos de cancer con mayor incidencia en la poblacion
mexicana en ambos sexos es: cancer de mama (15.3%), cancer de préstata (13.7%), cancer colorrectal (7.6%),
cancer de tiroides (5.7%), cancer cervical (64.8%) y otros tipos de cancer (52.8%). Estimaciones por cada 100
000 habitantes. (Tomada y modificada de IARC, 2020).

Uno de los tipos de cancer mas agresivos que se presentan en la etapa infantil y adulta de
las personas, es el glioblastoma multiforme (GBM), ya que una vez que es diagnosticado,
que por lo regular ocurre tardiamente, el periodo de sobrevida no es mayor a los 16 meses.

Actualmente se carecen de tratamientos eficientes para su atencién y control.

2. Glioblastoma Multiforme (GBM)

2.1 Células gliales

Las celulas de la glia o neuroglia son el grupo de células del sistema nervioso mas

abundante en el cerebro. Sin embargo, durante mucho tiempo se consideraron solo como un




elemento de soporte neuronal, que no cumplia una funcion importante (Verkhratsky et al.,

2019).

La funcion fundamental unificada de estas células es la homeostasis del sistema nervioso.
Esta funcion, tanto para el contexto fisiologico, cuando las celulas gliales realizan sus
tareas domésticas rutinarias, como para el contexto patoldgico, las células gliales pueden
sufrir una remodelacion reactiva para preservar, reparar y restaurar la homeostasis
cerebral. La falla en esta funcion da como resultado el desarrollo de una enfermedad
neuroldgica y dafio al tejido nervioso. Por tanto, la neuroglia puede definirse como células
homeostaticas y defensivas del sistema nervioso, representadas por poblaciones celulares

muy heterogéneas de diferente origen, estructura y funcion (Verkhratsky et al., 2019).

Los astrocitos, un subtipo de células gliales, se presentan en una variedad de formas y
funciones. El papel primordial de estas células es mantener la homeostasis del cerebro, ya
sea la regulacion de iones, neurotransmisores, metabolismo o redes sindpticas neuronales
(Figura 3) (Verkhratsky & Nedergaard, 2018). La pérdida de homeostasis representa la
causa subyacente de todos los trastornos cerebrales. Por lo tanto, es probable que los
astrocitos estén involucrados en la mayoria, si no en todas, las patologias cerebrales

(Verkhratsky et al., 2017)
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Figura 3. Funciones homeostaticas de los astrocitos. Los astrocitos mantienen la homeostasis molecular
del SNC transportando iones y protones principales, eliminando y catabolizando neurotransmisores y
liberando precursores de neurotransmisores y secuestrantes de especies reactivas de oxigeno. Los astrocitos
regulan la homeostasis metabélica mediante la sintesis de glucégeno y el suministro de sustratos energéticos a
las neuronas, también los astrocitos (junto con la microglia) representan el principal sistema defensivo del
SNC Estas numerosas funciones de los astrocitos son de vital importancia para todos los aspectos del
funcionamiento del SNC, incluido su desarrollo, adaptacién dependiente de la experiencia y envejecimiento
(Tomado y modificada Verkhratsky & Nedergaard, 2018)

Los astrocitos humanos parecen ser los méas grandes y complejos de todas las células de la
glia estudiadas hasta ahora. Por lo tanto, resulta imperativo desarrollar modelos
humanizados para estudiar el papel de los astrocitos en las patologias cerebrales, lo que
quizds sea mas evidente en el caso del Glioblastoma multiforme (Verkhratsky &

Nedergaard, 2018).

2.2 Glioblastoma

El Glioblastoma Multiforme (GBM), es la neoplasia maligna primaria del sistema nervioso
central mas prevalente diagnosticada en adultos (Ostrom et al., 2014). A pesar

del tratamiento quirargico (Brown et al., 2016)
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y quimio radioterapéutico (Haque et al., 2017) la mediana de supervivencia global de los
pacientes que reciben el estandar de atencion sigue siendo baja, aproximadamente de 15 a
16 meses (Stupp et al., 2005; Stupp et al., 2017). La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) clasifica los tumores cerebrales de acuerdo con sus caracteristicas morfoldgicas en
funcién del posible origen celular del tejido neoplasico (Louis et al., 2007). Los gliomas,
representan mas de la mitad de los tumores cerebrales, y engloban un amplio espectro que
va desde los tumores con bajo grado de proliferacion e infiltracion a los tejidos adyacentes,
a tumores altamente agresivos. Se clasifican a su vez en diferentes tipos como son los
ependimomas, oligodendrogliomas y astrocitomas (Louis et al., 2007; Louis et al., 2016). A
su vez, los astrocitomas pueden clasificarse en 4 grados segun sus caracteristicas

histoldgicas:

a) Grado I (astrocitomas pilociticos)

Es un tumor bien delimitado, de crecimiento lento, que suele ser quistico y se presenta
generalmente en nifios y adultos jovenes. Afecta cominmente al nervio Optico, cerebro,
cerebelo y tallo cerebral. La reseccién quirdrgica total es la principal estrategia terapéutica.
En la mayoria de los casos cuando el tumor ha sido extraido total o parcialmente, las
probabilidades de una sobrevida mayor a 20 afios son de méas del 85% (Louis et al., 2007;

Louis et al., 2016; Komori, 2017; Hoshide & Jandial, 2016).

b) Grado 11 (astrocitomas difusos)

Se caracteriza por un crecimiento lento y poca infiltracion en estructuras cerebrales

adyacentes. Generalmente afecta a adultos jovenes con un pico de incidencia entre los 30 y

]
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40 afos, ademas puede evolucionar a un grado mayor de malignidad. Se localiza en
cualquier region del SNC, pero con mas frecuencia en el cerebro, tallo cerebral y médula
espinal. El tratamiento puede incluir reseccidn quirtrgica, quimioterapia y/o radioterapia.
La media de sobrevivencia después de la intervencion quirdrgica es de 6 a 8 afios. Pueden
presentar mutaciones en los genes de isocitrato deshidrogenasa (IDH1/ IDH2) o en TP53

(Louis et al., 2007; Louis et al., 2016; Komori, 2017; Hoshide & Jandial, 2016).

c) Grado Il (astrocitomas anaplésicos)

Este tipo de tumor puede surgir a partir de un astrocitoma difuso o manifestarse de novo y
tienden a progresar a astrocitoma de grado IV. Se caracteriza por presentar una alta
actividad mitotica, atipia nuclear y lesiones difusamente infiltrantes. El promedio de edad
en los pacientes es de 40 afios. Se localizan preferentemente en el cerebro. El tratamiento
puede incluir reseccion quirdrgica parcial, quimioterapia y/o radioterapia. El tiempo de
sobrevida en estos pacientes es de 2 a 3 afios. Las aberraciones mas comunes que se
presentan en este tipo de tumores son las mutaciones en los genes IDH1/IDH2 (Louis et al.,

2007; Louis et al., 2016; Komori, 2017; Hoshide & Jandial, 2016).

d) Grado 1V (Glioblastoma multiforme, GBM)

El Glioblastoma se divide genotipicamente en IDH silvestre (el 90% de los casos), que se
encuentra de forma frecuente en los Glioblastomas de novo y predomina en pacientes de
mas de 55 afios, y con IDH mutado (el 10% de los casos) que corresponde a los
Glioblastomas secundarios que provienen de los astrocitomas de grados mas bajos (Louis et

al., 2007; Louis et al., 2016; Komori, 2017; Hoshide & Jandial, 2016).

]
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Los Astrocitomas son los més frecuentes del sistema nervioso central (SNC) y dentro de
estos el GBM es el mas comun, que representa mas del 50% de los tumores cerebrales en

adultos (Figura 3) (Ostrom et al., 2019).

Todos los demas Gliomas
2.2% - -
Tumorzeagcl)llgoastrocmcos
Astrocitoma Pilocitico e
5.0%

Oligodendrogliomas
5.3%

Tumores Ependimarios
6.7%

Astrocitoma Andplasico
6.8%

Glioblastoma

57.3%

Astrocitoma Difuso
7.3%

Gliomas Malignos, NOS
7.5%

Figura 4. Distribucion de tumores malignos primarios y otros tumores del Sistema Nervioso Central
(Tomado y modificado de CBTRUS: Estadisticas de cancer. de EE. UU. —. NPCR y SEER, 2012-2016.)

El GBM, es un Astrocitoma muy heterogéneo donde se pueden encontrar células tumorales
con diferentes grados de malignidad. Al igual que ocurre con otros tipos de tumores
solidos, su estructura también es muy heterogénea (razén por la que recibe el nombre de

multiforme).

El GBM rara vez provocan metéstasis fuera del tejido nervioso, Unicamente tienden a
infiltrarse en el tejido normal adyacente. Sin embargo, distintos tipos de tumores si
metastatizan al cerebro dando lugar a las denominadas metastasis 0 tumores cerebrales
metastasicos. La metastasis cerebral ocurre entre un 15 y un 20% de los pacientes con
cancer y es 10 veces mas frecuente que los tumores cerebrales primarios. El cancer de
pulmon y el cancer de mama son las principales fuentes de metéastasis cerebral, seguidos

por el melanoma y el cancer colorrectal (Lowery & Yu, 2017; Achrol et al, 2019).




2.2.1 Epidemiologia

El informe estadistico CBTRUS (Registro Central de Tumores Cerebrales de los Estados
Unidos), contiene datos sobre la epidemiologia de tumores del SNC en la poblacion de EE.
UU. Los siguientes datos abarcan un periodo 2012-2016 (Ostrom et al., 2019). La tasa de
incidencia promedio de todos los tumores de SNC es de 23.41 por cada 100,000
habitantes. Esta tasa fue mas alta en mujeres que en hombres (25.84 versus 20.82 por
100,000), blancos en comparacién con negros (23.50 versus 23.34 por 100,000), y no
hispanos (de cualquier raza) en comparacion con los hispanos (23.84 versus 21.28 por

100,000) (Ostrom et al., 2019).

En México, la epidemiologia de los tumores de SNC es incierta. Ya que la mayoria de los
estudios que evallan su frecuencia, incluyen un nimero limitado de casos o se enfocan en
tipos especificos de tumores (Aguirre et al.). EI Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia de México (INNN) reporté que en un periodo de 50 afios del 100% de
tumores del SNC, el 33% fueron los de tejido neuroepitelial, y 67% corresponden a tumores
astrociticos (Aguirre et al., 2016). Se desconoce la frecuencia exacta, la distribucion por
edad y género, asi como las tendencias de los tumores del SNC en México. Esta falta de
informacion dificulta la aportacion de inferencias sobre la etiologia, y los factores de riesgo

asociados (Aguirre et al., 2016).

2.2.2 Factores de riesgo
Los factores de riesgo asociados al GBM al momento de ser diagnosticado no estan
definidos, pero hay algunos factores que pueden aumentar el riesgo de padecer GBM. Los

factores de riesgo incluyen los siguientes:
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a) Edad
El GBM puede ocurrir a cualquier edad, pero el riesgo de desarrollo aumenta con los afos.
Asi, el 70 % de los casos se presenta en pacientes con edades comprendidas entre los 45y

70 afos (Gamma, 2020).

b) Género
Se desconoce la relacion que guardan el género y la incidencia de GBM. No obstante, se ha
observado que el GBM y los tumores relacionas con el SNC, son mas frecuentes en

hombres que en mujeres (Colen et al., 2015).

c) Exposicion a radiacion ionizante
Ciertas formas y dosis de radiacion ionizante son causas generalmente aceptadas de
tumores cerebrales, estudios de bombas atomicas, datos de caida de pruebas
nucleares, radiacion terapéutica para el cancer y condiciones benignas,y estudios
ocupacionales y ambientales conectan la radiacion ionizante con la tumorigénesis (Gamma,

2020; Colen et al., 2015; Bondy et al., 2008).

d) Radiacion no ionizante: teléfonos moviles

La tecnologia de los teléfonos mdviles se introdujo en la década de 1980, pero se hizo
popular a mediados de la década de 1990 en todo el mundo vy, en la actualidad, la gran
mayoria de las personas utilizan teléfonos maviles. El cerebro es el 6rgano que absorbe la
mayoria de los campos de radiofrecuencia cuando se sostiene el teléefono celular contra la
cabeza. Debido a preocupaciones de salud publica de que el uso de teléfonos celulares
podria ser un posible factor de riesgo emergente, la asociacion entre el riesgo de desarrollar

gliomay el uso de telefonos celulares se ha investigado ampliamente. En 2011, el Programa
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Monografico de la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) sobre la
evaluacion de los riesgos carcinogénicos para los seres humanos clasificé los campos de
radiofrecuencia como un posible carcindégeno (IARC grupo 2B), basandose principalmente
en los hallazgos epidemioldgicos de un mayor riesgo de glioma en usuarios habituales de

teléfonos moviles (Baan et al., 2011).

e) Alergias

Los estudios epidemioldgicos de grupos grandes y diversos de casos y controles sugieren
consistentemente que las condiciones alérgicas, como el asma, la fiebre del heno, el eccema
y las alergias alimentarias, reducen el riesgo de glioma. Los resultados de un metaanélisis
(Linos et al., 2007) revelan que las alergias reducen el riesgo de glioma en casi un 40%. Sin
embargo, los hallazgos relacionados con las asociaciones entre la duracion y el momento de
la alergia y el riesgo de glioma son inconsistentes. Un anélisis encontr6 que el riesgo de
glioma disminuye con un ndmero creciente de tipos de alergia (p. Ej., estacional,
medicamentos, mascotas, alimentos), la edad en el momento del diagndstico de alergia y el
tiempo transcurrido desde el diagnostico de alergia (McCarthy et al., 2011). Otros estudios
han encontrado que la disminucion del riesgo de glioma proporcionada por estas afecciones
se vio reforzada por el diagnéstico actual o reciente (Wigertz et al., 2007). La relacion entre
alergia y riesgo de glioma puede no ser consistente entre los tipos histoldgicos de
glioma. Una evaluacion conjunta de 7 estudios de casos y controles sugiere que los riesgos
de oligodendroglioma y oligodendroglioma anaplasico se redujeron significativamente
entre los participantes con antecedentes de asma solo o en combinacidn con antecedentes
de alergias, pero no como resultado de un historial de alergias solamente (McCarthy et al.,

2011).




2.2.3 Alteraciones Moleculares

Los GBM por su origen pueden ser clasificados de la siguiente manera: “de novo” (IDH wt)
y secundario (IDH mutado), en base a sus diferencias genéticas y biologicas. Los GBM “de
novo” aparecen normalmente en personas mayores de 50 afios, expresan normalmente
IDHwt, sobreexpresan un receptor del factor de crecimiento epidérmico mutado (EGFR),
por su parte, los GBM secundarios o progresivos, aparecen inicialmente como astrocitomas
difusos de bajo grado (OMS-Grado Il) o astrocitomas anaplasicos (OMS-Grado I1I) en
pacientes jovenes y que paulatinamente se transforman en GBM de Grado IV, y se
caracterizan por presentar mutaciones en el gen supresor de tumores p53, y aumenta la
expresion del receptor para PDGF y VEGF. El tiempo de progresion entre el astrocitoma de
grado Il y el glioblastoma suele ser de 5,3 afios, y la transicion de un astrocitoma de grado
Il a glioblastoma es de solamente 1,4 afios (Figura 4). Los GBM secundarios son menos
frecuentes que los “de novo” (un 10% frente a un 90%, respectivamente) (Franco et al.,

2007).

1EGFR, |p18, |PTEN
1VEGF, LOH 10q

de novo"

Célula glial

Secundario

;- A\
4 Glioblastoma

LOH 10q (Grado IV)
LOH 19q

mutacion p53

Astrocitoma
de grado ll o lll

Figura 5. Representacion esquematica de las vias de desarrollo de GBM. Las alteraciones moleculares
més frecuentes y relevantes del GBM “de novo” son la amplificacion de EGFR, la mutacion de PTEN y la
pérdida total del cromosoma 10. Las alteraciones genéticas mas comunes en los GBM secundarios incluyen
mutaciones en p53 y pérdida de 19q. lo que indica que estas alteraciones son eventos mutuamente excluyentes
que definen 2 vias genéticas diferentes en la evolucion del GBM. (Tomado y modificado Agnihotri et al,
2012)




Ademas de las mutaciones que ocurren en el GBM, el microambiente tumoral tiene un
papel importante en la progresion del GBM, este microambiente proporciona los factores

necesarios para que las células tumorales se vuelvan altamente invasivas y resistentes.

2.3 Microambiente tumoral

Las células tumorales, se encuentran en contacto con otras células no malignas, como
fibroblastos, células de los vasos sanguineos y del sistema inmune, constituyendo el
microambiente tumoral (MAT). En teoria, las células del sistema inmune pueden eliminar
estas células tumorales mediante un proceso conocido como vigilancia inmunoldgica
(Vesely et al., 2011). Anteriormente, se pensaba que en el SNC no podia producirse una
respuesta inmune debido a la barrera hematoencefalica (BHE), la falta de drenaje linfatico y
la actuacion de la microglia. Sin embargo, estudios mas recientes indican que los leucocitos
pueden trasladarse al SNC sin necesidad de que la BHE se encuentre alterada (Carson et al.,
2006; Shaftel et al., 2007). A su vez, las células del GBM secretan diferentes citocinas y
factores de crecimiento capaces de reclutar a las diferentes células del sistema inmune. De
esta manera, la alteracion de la BHE, la generacion de antigenos procedentes de las células
necroticas, las citocinas y factores de crecimiento secretados al medio, explican en parte, el
alto numero de células dendriticas (CD), macréfagos M2, microglia, natural Killers (NKT)

y linfocitos T, que se encuentran en el microambiente tumoral.

La respuesta inmune antitumoral mas efectiva es la respuesta citotoxica y su principal

componente son los linfocitos T citotéxicos (CD8"). Estas células reconocen péptidos
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antigénicos mediante sus receptores TCR (T-cell receptor), y amplifican la respuesta al

interaccionar con otras células inmunes, como las presentadoras de antigenos (CPA).

Los pacientes con GBM presentan de forma local y sistémica, un sistema inmune
deficiente, especialmente relacionada con la inmunidad mediada por células. Esto se debe a
que las células de GBM secretan diferentes biomoléculas como citocinas y quimiocinas (ej.
IL-6, CSF-1, IL-10, IL-11, LIF), factores de crecimiento (ej. VEGF, TGF-B, enzimas
inflamatorias) y metaloproteinasas (ej. MMP-2, MMP-7, MMP-9, etc.), que modifican las
propiedades fisicas y quimicas del tejido, ademas de alterar la funcion de otras células en su
beneficio. De esta forma, las NKT, las células derivadas de mieloides supresoras (MDSC),
macréfagos M2 o linfocitos T reguladores (Treg) que se encuentran en el MAT, suprimen
la funcion de las células T citotdxicas, y promueven la infiltracién del glioma mediante la

produccion de diferentes citocinas y factores de crecimiento (Ma et al., 2018).

2.4 Citocinas

Las citocinas son un grupo de proteinas y glucoproteinas producidas por diversos tipos
celulares que actian fundamentalmente como reguladores de las respuestas inmunes e
inflamatorias (Palomino & Marti, 2015). Las citocinas actian como reguladores sistémicos
a concentraciones del orden de nano o picomolar, modulando la actividad de un amplio

espectro de tipos celulares.

Las citocinas, constituyen una compleja red de interacciones que conecta distintos tipos
celulares y en la cual cada una de las citocinas actda al inducir o suprimir su propia sintesis

0 la de otras citocinas 0 sus receptores. A la vez, las citocinas favorecen de manera
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sinérgica la accion de otras citocinas o bien actian como verdaderos antagonistas de sus
efectos biologicos. Por otro lado, las citocinas se caracterizan por su capacidad para actuar
de manera pleiotropica sobre diversos tejidos y producir multiples efectos bioldgicos, un

ejemplo de ellas es la interleucina-6 (IL-6).

2.5 Interleucina 6 (I1L-6)

La interleucina-6 (IL-6), es una citocina pleiotropica de 26 kDa que consta de 184
aminoéacidos, y se identificd originalmente como un regulador de la diferenciacion celular

(Rose, 2012).

En condiciones fisiologicas, los niveles plasmaticos de IL-6 van de 1 a 5 pg/ml, pero
durante una condicion inflamatoria, estos niveles pueden aumentar mas de 1000 veces, y en

condiciones extremas que provocan sepsis, los niveles de IL-6 alcanzan el rango de pg/ml.

Practicamente, no exista ninguna otra proteina en el cuerpo humano, cuyo nivel pueda
aumentar seis 6rdenes de magnitud bajo ciertas condiciones patoldgicas. Esto permite
sugerir que la IL-6 es una de las principales alarmas en el cuerpo humano en respuesta a

infecciones, inflamacién y posiblemente cancer (Rose, 2012).

Inicialmente, la IL-6 se une a su receptor especifico de membrana (IL-6R), para
posteriormente asociarse a una segunda proteina receptora (gp130). La dimerizacion de
ambos receptores inicia la via de sefalizacion intracelular JAK/STAT (cinasa Janus/
transductor de sefial y activador de la transcripcion). La IL-6 solo muestra afinidad por IL-

6R, y solamente el complejo IL-6/IL-6R puede unirse a gpl30. Practicamente, todas las
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células del cuerpo humano expresan gp130, pero solo pocos tipos celulares expresan I1L-6R,

incluyendo células normales y tumorales (Rose, 2020).

La sefializacién inducida por IL-6 involucra dos vias diferentes: a) la via de sefializacion
clasicay, b) la via de trans-sefializacion (Figura 6). La via de sefializacion clasica implica la
unién de IL-6 a IL-6R en la superficie celular y la posterior interaccion de este complejo
con la subunidad gp130, la cual también es conocida como IL-6Rp, para la activacion de la
via JAK/STAT. Por su parte, la via de trans-sefializacion, IL-6 se une a una forma soluble
de IL-6R (sIL-6R), sequida de la interaccion del complejo IL-6-sIL-6R con gp130 (Rose,

2012; Johnson et al., 2020).
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Figura 6. Vias de sefializacion de IL-6. a) En la via de sefializacion clésica IL-6 se une a u receptor de
membrana el cual conduce a la formacion de complejo IL-6/IL-6R/gp130, la formacién de este complejo da
como resultado la activacion de la via de sefializacion JAK/STAT, también puede activar las Vias PISK/AKT
y RAS/RAF/MEK/ERK y posteriormente la transcripcion de genes diana. b) En la via de trans-sefializacion,
IL-6 se une a IL-6R soluble (sIL-6R), para también poder formar el complejo IL-6/sIL-6R/gp130 y conduce a
la activacion de vias de sefializacion rio abajo. (Tomado y modificado Johnson et al., 2020)

Diversos estudios han mostrado que la sefializacion de IL-6 juega un papel crucial en el

desarrollo y progresién de diferentes tipos de cancer, observandose aumentos significativos




en los niveles de expresion de ARNm que codifica para IL-6, asi como de la proteina de IL-
6 en cancer colorrectal (Waldner et al., 2012), prostata (Culing & Puhr, 2012), mama
(Dethlefsen et al., 2013), ovario (Maccio & Madeddu, 2013), cancer de pancreas (Miura et
al., 2015), pulmén (Chang et al., 2012) y cervical (Wei et al., 2013). Weissenberger y sus
colegas, mostraron la importancia de la sefializacion de IL-6 en la tumorigenicidad del

glioblastoma, utilizando ratones transgénicos (Weissenberger et al., 2004).

La sefializacion de IL-6 exacerba la capacidad invasiva y migratoria de los gliomas, lo que
resulta en una reduccion de la eficacia del tratamiento y altas tasas de recurrencia. Se ha
demostrado que la activacion de STAT3 inducida por la sefializacion de IL-6 promueve la

invasion y migracion celular en células de glioblastoma U251 y T98G (Liu et al., 2010).

Diversos estudios han demostrado una correlacion directa entre la expresion de IL-6 con el
grado de malignidad del glioma, y una correlacion indirecta con la supervivencia del

paciente (Tablal) (West et al., 2018).

Brain tumour (Grade I-  Glioblastoma (Grade

Author, date Evaluation Technique IIT) (%a) IV) (%)
FRolhion of ai, IL-6 mRINA EI-PCE 716 (44) 3845 (88)
2001 EXNPIession

Rolhion ef i, IL-6 protein IHC MNA 475 (800
2001 EHPIession

Tchirkov af al_ -6 gene FISH W17 (0 15/36 (42)
2007 amplification

Giometto of al, IL-6 protein IHC 3710 (30) 474 {1003
1996 eXpression

Chang er al. IL-6 protein IHC NA 3711 (56)
2005 expression

Sasaki ef al, IL-6 mRNA ET-PCE. 820 (40} 8/0 (89
2001 expression

Sasaki af al, IL-6 protein IHC NA 477 (37N
2001 EXpIession

Tabla 1. Porcentaje de IL-6 positivo detectado en muestras de tumores cerebrales primarios humanos por
grado histopatoldgico. (Tomado de West et al., 2018).
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3. Via de sefalizacion JAK/STAT

Durante las Ultimas tres décadas, la via de sefializacion JAK/STAT ha surgido como un
paradigma para comprender la participacion de la transduccion de sefiales en la salud y en
la enfermedad del organismo. A nivel molecular, las citocinas e interleucinas dirigen la
sefializacion JAK/STAT a la regulaciéon transcripcional de genes diana, que estan
involucrados en la diferenciacion, proliferacion y migracion celular. La sefalizacion
JAK/STAT esta involucrada en varios tipos de trastornos de las células sanguineas y
canceres en humanos, y su activacion esta asociada con carcinomas gue son mas invasivos
0 que probablemente se conviertan en metastasicos. A pesar de la inmensa informacion que
se ha generado sobre la regulacion de la via JAK/STAT, no ha sido suficiente para el
desarrollo de terapias con medicamentos (Thomas et al., 2015; Trivedi & Starz-Gaiano,

2018).

En los seres humanos, un conjunto de mas de 40 interleucinas y citocinas sirven como
sefiales de activacién de la via JAK/STAT, donde el marco basico para esta sefializacion es
practicamente el mismo en todas las especies, desde los humanos hasta las moscas

(Bromberg & Darnell, 2000; Schindler & Plumlee, 2008).

En los mamiferos, la familia JAK comprende cuatro miembros: JAK1, JAK2, JAK3 y
Tyk2, que se asocian a los dominios intracelulares de la proteina receptora, que al
dimerizarse, se induce la transfosforilacion de estas proteinas. Las JAK activadas,
fosforilan los residuos de tirosina del dominio intracelular del receptor, favoreciendo la
asociacion inicial de las STAT y su posterior fosforilacion, para la conformacion del

dimero, el cual es translocado al ndcleo mediante un mecanismo que depende de la
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importina o-5. Una vez en el nucleo, los complejos STAT dimerizados, se unen a
secuencias reguladoras especificas de ADN para activar o reprimir la transcripcion de genes
diana. Por lo tanto, la via de sefializacion JAK/STAT proporciona un mecanismo directo
para traducir una sefial extracelular en una respuesta transcripcional (Trivedi & Starz-
Gaiano, 2018) y que posteriormente puede interaccionar con otras vias de sefializacion
(Shuai, 2000). que puede conducir a la expresion de proteinas involucradas en la migracion

celular, tales como metaloproteinasas y canales ionicos.

4. Metaloproteinasas (MMPS)

Las MMPs, son una familia de endoproteinasas secretadas o ancladas a la membrana
(Konnecke & Bechmann, 2013). Su funcion principal es la degradacion y remodelacién de
la matriz extracelular (MAE). La expresion de MMPs en el cerebro es baja en condiciones
fisioldgicas. En el glioma, las MMPs estan activas y sobre-expresadas. El estudio de la
expresion y la actividad de la MMP-2 y MMP-9 ha generado interés por su participacion en
los procesos invasivos de gliomas, ya que su expresion se correlaciona con el grado y la
progresion tumoral (Wang et al., 2003). La MMP-2 y MMP-9 convierte el TGF-$3 de su
forma inactiva a su forma activa, y este a su vez, favorece la expresion de MMP-2 en un
ciclo de retroalimentacion positiva. La expresion de la MMP-9 es regulada positivamente
por STAT-3, EGF, vitronectina, IL-1B, TNF-ay TGF-B (Yu & Stamenkovic, 2000; Esteve
et al., 2002). La MMP-14 activa la MMP-2 al escindir su propéptido (Li et al., 2021;

Gonzalez- Molina et al., 2019).
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5. Canales ionicos

El transporte de iones a través de canales ionicos, proteinas incorporadas a la membrana
plasmatica es un proceso fundamental para mantener la funcién y actividad celular
normal. Los canales ionicos regulan el volumen, la proliferacion y la muerte celular, tanto
en células normales como en células tumorales, por lo que su expresion funcional se ha
relacionado con el inicio, desarrollo y progresion tumoral (Kulbacka et al., 2017; Jentsch et

al., 2016).

Las evidencias actuales sugieren la participacion de los canales idnicos en la progresion de
los tumores cerebrales (Griffin et al., 2020). Ademas, las células de glioma pueden
integrarse eléctricamente en circuitos neuronales a través de sinapsis neurona-glioma
(Venkatesh et al., 2019). Los canales ionicos funcionan en mdltiples vias sefializadoras,
relacionadas con la vascularizacién del tumor y las interacciones entre las células del

sistema inmune con las células tumorales (Panyi et al., 2014).

Una clase importante de canales ionicos involucrados en la migracion celular, son los
canales de Na* dependientes de voltaje (VGSC). La subunidad principal del canal de sodio
es codificada por 9 genes diferentes (Nav1.1-Nav1.9), y puede, ademas, estar acompafiada
por una o mas subunidades B [68]. La funcion del canal de sodio es favorecer
la despolarizacion de Vi durante la fase de ascenso del potencial de accion en las células
eléctricamente excitables (Wang et al., 2017). Ademas, se ha involucrado la actividad de
los canales de sodio en la capacidad migratoria de células eléctricamente no excitables,
tanto normales como tumorales. La subunidad Nav 1.5 neonatal, estd ampliamente

expresada en células de cancer de mama, prostata, pulmén y cervicouterino, y que, al




silenciar su expresion, se ve reducida de manera significativa su capacidad migratoria y
metastasica, dejando al descubierto la importancia de dicho canal ionico (Yang et al., 2020;

Lopez Charcas et al., 2021).

La activacion y expresion de la subunidad Nav1.5 desencadenan una amplia variedad de
mecanismos celulares, tales como la transicion epitelio-mesénquima de las células
tumorales, la acidificacion del medio extracelular para la activacion de la catepsina y por
consiguiente de las MMPs, que en su conjunto potencia la metastasis y la invasividad de las

células tumorales (Luo et al., 2020; Lépez Charcas et al., 2021).
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JUSTIFICACION

El pobre pronostico de vida asociado con el GBM lo convierte en un problema de salud
publica. EI GBM es altamente resistente a los tratamientos actuales, comparados con otros
tipos y grados de gliomas, esto es por la gran capacidad migratoria que tienen estas células
y por lo tanto se infiltran en tejidos adyacentes. Hasta la fecha, no se han encontrado
marcadores que estén estrechamente relacionados con la aparicion, el crecimiento y la
invasion, es por esto que el GBM no se detecta en una etapa temprana. Hoy en dia es
necesario conocer los mecanismos moleculares responsables de la migracion celular con el
fin de identificar marcadores especificos de estas células antes de que ellas inicien el
proceso de migracion hacia otros tejidos. Sabemos que el GBM no solo se vuele altamente
maligno por las alteraciones moleculares, sino también por el microambiente en el que se
estd desarrollando, lo que propicia su alto potencial migratorio e invasivo. Actualmente se
ha considerado que la elevada expresion de algunas citocinas proinflamatorias puede ser
una condicion que favorezca la capacidad migratoria e invasiva de las células derivadas de

GBM.

Se sabe que en el microambiente de GBM, hay citocinas proinflamatorias, que favorecen la
progresion tumoral, por lo tanto, es importante conocer el mecanismo molecular mediante
el cual estas citocinas pueden estimular la capacidad migratoria de las células tumorales,
esto con el fin proponer blancos farmacoldgicos que puedan alentar o inhibir la migracion
celular de GBM. En este trabajo particularmente, se analizara el efecto de IL-6 en la linea

celular U-87 MG.
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HIPOTESIS

La presencia de IL-6 exacerba la capacidad migratoria de las células de Glioblastoma
Multiforme Humano U-87 MG.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el mecanismo molecular a través del cual IL-6 induce cambios sobre la
capacidad migratoria de las células U-87 MG, provenientes de glioblastoma multiforme

humano.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar si la presencia de IL-6 altera la capacidad migratoria de las células U-
87 MG

2. Detectar la expresion del ARNm que codifica para el receptor a IL-6 en células U-
87 MG.

3. Evaluar cambios en los niveles de expresion del ARNm que codifica para diferentes
elementos moleculares asociados positivamente a la capacidad migratoria de las
células U-87 MG (factores de transcripcion asociados al fenotipo mesénquima, Nav

1.5 y metaloproteinasas).

4. Investigar si el efecto de IL-6 sobre la capacidad migratoria de las células U-87 MG

dependen de la concentracion y de la duracion del tratamiento.

5. Determinar la participacién de la via de sefializacion JAK-STAT sobre la capacidad

migratoria de las células U-87 MG en presencia de IL-6.
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METODOLOGIA

Cultivo de la Linea Celular

Las células U-87 MG fueron sembradas en matraces planos de poliestireno de 25cm? de
superficie, alimentadas con medio de cultivo DMEM suplementados con 10% de suero
fetal bovino (SFB), 100 p/ ml de penicilina y 100 lg/ ml de estreptomicina (Gibco, EE.
UU.) Las células se mantuvieron en una incubadora a 37° C en una atmosfera de 5% de
CO2 y 95% de aire. EI medio de cultivo se cambi6 cada 48 horas y cuando alcanzaron una
confluencia del 90% se procedio a cosecharlas. Las células fueron expuestas 5 minutos a
una solucion de Tripsina- EDTA al 0.25% (Sigma- Aldrich, EUA), mediante dispersion
mecénica con una pipeta serolégica las células fueron despegadas del sustrato. La
suspension celular obtenida se utilizd para regenerar el cultivo madre en un matraz plano
nuevo, asi como para sembrar en placas multipozos para los experimentos disefiados

previamente.

Ensayo de expresion genica

a) Extraccion del Acido Ribonucleico Total

Las células fueron sembradas en placas de 6 pozos con medio DMEM, suplementado con
10% de FBS, 1% de L-glutamina y 1% de una mezcla de antibidtico —antimicético
(25ug/ml de anfotericina B, 10,000 pg/ml de estreptomicina y 10,000 unidades/ml de
penicilina), una vez alcanzada la confluencia esperada, se recambi6 el medio de cultivo y se
dio inicio al tratamiento de las células con IL-6. Al finalizar el tratamiento se procedio a
realizar la extraccion de ARN total empleando el kit comercial FavorPrep TM, Tissue Total
RNA Mini (Favorgene, Biotech Corp., China), siguiendo las instrucciones del fabricante: a)
se retiro el medio de cultivo de las placas; b) se lavaron las células dos veces con PBS; c) se
agrego a cada pozo 350 ul de buffer de lisis suplementado con - mercapto-etanol y se dejo

incubar por 5 minutos; d) se transfirio el homogenado celular a una columna de filtracion
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soportada en un tubo colector, centrifugandose a 12,000 rpm por 2 min; e) el filtrado se
transfirié a un tubo tipo eppendorf donde se agregé un volumen igual de etanol al 70%, se
agitd vigorosamente y se dejé reposar por 3 minutos; f) la mezcla se transfirié a una
columna FARB soportada en un tubo colector y se centrifug6 a 12,000 rpm por 2 min; g) se
elimino el filtrado del tubo colector, se agregd a la columna FARB 500 ul de buffer de
lavado 1 y se centrifugd a 12,000 rpm por 2 minutos; h) se elimind el filtrado del tubo
colector, se agreg6 a la columna FARB 750 ul de buffer de lavado 2 y se centrifugo a
12000 rpm por 2 minutos, repitiendo este paso una vez mas; i) la columna FARB se
transfirio a un tubo tipo eppendorf y se centrifugo en seco a 12,000 rpm por 3 minutos; j) se
adiciond al filtro de la columna FARB 30 L de agua libre de RNAsas, se dejo reposar la
muestra por 3 minutos a temperatura ambiente, y por altimo, se centrifugo a 12,000 rpm
por 5 minutos para obtener el RNA total. Posteriormente se procedié a evaluar la cantidad y
calidad del ARN extraido.

b) Cuantificacion de ARN

La cuantificacion del ARN se realiz6 por espectrofotometria. Se diluyeron en tubo tipo
eppendorf 4 ul de la solucion de ARN extraido en 196 ul de agua inyectable. La mezcla se
transfirié a una cuveta UV, y se leyo la absorbancia a dos longitudes de onda: 260 nm y
280 nm. La concentracion de ARN fue determinada por la longitud de onda de 260 nm, y la
calidad del ARN extraido por el cociente 260 nm/ 280 nm (A260/A280). El valor del
cociente obtenido debe estar en el rango de 1.8-2.0 para considerar al ARN como de buena

calidad y sea utilizado para los ensayos de RT-PCR.

c) Sintesis de Acido Desoxirribonucleico Complementario (Transcripcion
Reversa)

Para la sintesis de la cadena de Acido Desoxirribonucleico complementario al ARN
(ADNC), se llevo a cabo la Retrotranscripcion empleando el kit comercial High Capacity

cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystem, EUA), para el cual se siguieron las
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indicaciones del fabricante considerando un volumen final de 20 ul para cada tubo de
reaccion. A cada tubo de reaccion se le adiciond 4 ul de buffer RT, 1 ul de hexameros
aleatorios, 1 ul de una mezcla de nucleotidos (ANTP’s), 2 ug de ARN purificado (el
volumen de la solucién de ARN dependera de su concentracion) y el volumen necesario de
agua libre de ARNasas hasta completar los 20 ul volumen final. Posteriormente se
colocaron los tubos de reaccién en un termociclador personalizado con gradiente de
temperatura (Mastercycler S50, Eppendorf) y se siguié el siguiente protocolo: 10 minutos a
25°C, 2 horas a 37°C, 5 minutos a 85°C y finalmente a 4°C, el ADNCc se almacen¢ a -20°C
hasta su uso para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

d) Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

A partir del ADNc obtenido en la retro-transcripcion, se realizd la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) con el fin de detectar los niveles de expresion del ARNm de nuestro
interés. Para tal fin, empleamos el Kit comercial DreamTag PCR Master Mix (Thermo
Scientific, EUA), para el cual se siguieron las indicaciones del fabricante considerando un
volumen final de 20 ul para cada tubo de reaccion. A cada tubo de reaccion se le adicion6
10 pl de buffer PCR, 1 ul del oligonucledtido forward, 1 ul del oligonucleétido reverse, 1
ul de una mezcla de nucleétidos (ANTP’s), 2 ul de ADNc y 5 ul de agua libre de ARNasas
para completar los 20 ul de volumen final. Posteriormente se colocaron los tubos de
reaccion en un termociclador personalizado con gradiente de temperatura (Mastercycler
S50, Eppendorf) y se siguio el siguiente protocolo para 35 ciclos: 5 minutos a 94 °C, 30
segundos a 94°C, 30 segundos a la Tm de cada par de oligonucle6tido utilizado, 1 minuto a
72°C, 10 minutos a 72°C y finalmente a 4°C, el producto de PCR se almacen6 a -20°C
hasta su uso para la electroforesis. Los oligonucleétidos utilizados se muestran en la

siguiente tabla:
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PRIMER Sentido SECUENCIA Tamarfio del
amplicon

(pb)

IL-6 Foward CAGCTATGAACTCCTTCTCCAC 63.1 388
Reverse CTGGCTTGTTCCTCACTACTC

IL-6R Foward CGCTGAGAGACAGAGACCATTTAG  62.2 474
Reverse GGACGTGCTGTGAGATAATAGAG

gp130 Foward GTCTGGGTAGAAGCAGAGAATG 62.2 679

Reverse GAAAGTCACAGGCAGGGATAG

Nav 1.5 Foward ACGGCACCTCTGATGTGTTACTGT 64.5 393
Reverse TGAGGGCCTCGTGTTCTTTCTTGA

MMP2 Foward GCGGATCCAGCGCCCAGAGAGACAC T76.6 686
Reverse TTAAGCTTCCACTCCGGGCAGGATT

MMP9 Foward TACCACCTCGAACTTTGACAGCGA 69.7 548
Reverse AAAGGCACAGTAGTGGCCGTAGAA

MMP14 Foward AACAGGCAAAGCTGATGCAGACAC  60.3 314
Reverse AGAAGATCATGATGTCGGCCTGCT

b-actina Forward CAAGAGATGGCCACGGCT 218 72.7
Reverse TCCTTCTGCATCCTGTCGGCA

e) Separacion electroforetica de los productos de PCR

Los productos de PCR obtenidos fueron separados electroforéticamente utilizando geles de
agarosa al 1.2% y tefiidos con bromuro de etidio (BrEt). Para la preparacion del gel se
disolvieron 600 miligramos de agarosa en 50 ml de buffer TAE 1X, la solucién fue
calentada por 90 segundos hasta que se haya disuelto perfectamente la agarosa y se
adiciond 4 pL de bromuro de etidio. La mezcla se vertié en la camara de electroforesis
dejando gelificar por 30 minutos a temperatura ambiente. En cada pozo del gel se




depositaron 9 pl de muestra y como marcador de peso molecular se utilizé Gene Ruler 100
pb DNA Ladder (Thermo Scientific, EUA). La camara se conect6 a una fuente de poder y
se aplicd una diferencia de potencial de 65 V por 80 minutos, al final se tomaron imégenes

digitales del gel en un fotodocumentador (Marca Axygen).

f) Densitometria

Se realizé el andlisis densitométrico de las bandas presentes en las imagenes obtenidas de
los geles utilizando el software ImageJ que es proporcionado gratuitamente por los

Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos de América (NIH).

Ensayo de Migracion

Camara Transwell

Para el ensayo se utilizaron Soportes Permeables Transwell® con membranas de
policarbonato (poro de 8.0 um, Corning Incorporated, EUA). Las células fueron sembradas
en placas de 6 pozos con medio DMEM, suplementado con 10% de FBS, 1% de L-
glutamina y 1% de una mezcla de antibiético —antimicotico (25ug/ml de anfotericina B,
10,000 pg/ml de estreptomicina y 10,000 unidades/ml de penicilina), una vez alcanzada la
confluencia esperada, se recambio el medio de cultivo y se dio inicio al tratamiento de las
células con IL-6. Al finalizar el tratamiento se procedié a obtener una suspension celular
final de 3x10° células/ml en medio de cultivo libre de suero fetal bovino. El ensayo de
migracion en camaras transell se realizo de la siguiente manera: a) en la parte inferior de la
camara se agregaron 750 ul de medio de cultivo completo y sobre la membrana de
policarbonato de la cAmara transwell se adicionaron 100 ul de la suspension celular, dando
un numero final de 30,000 células sembradas; b) la placa con los insertos se incub6 por 18
horas a 37°C, en 95% de aire y 5% de CO2; c) con ayuda de un hisopo de algodon se

retiraron las células que permanecieron en la parte superior de la membrana de
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policarbonato del inserto; d) las células que migraron permanecieron en la parte inferior de
la membrana de policarbonato del inserto y fueron fijadas con una mezcla de
metanol/acetona (vol/vol) por 20 minutos a 4°C; e) las células fueron tefiidas con el
colorante cristal violeta (0.05%) por 20 minutos; f) las células fueron lavadas varias veces
con agua tridestilada con el fin de eliminar el exceso de colorante, dejandose finalmente el
inserto en agua; g) las camaras transwell se mantuvieron en refrigeracion hasta el conteo
celular; h) se realizaron microfotografias en un microscopio de campo claro que tiene
acoplado una camara modelo c10 plus (Jenoptick) y con el objetivo 10X; i) a partir de las

microfotografias obtenidas se realiz6 el conteo celular empleando el programa Image J.

Analisis Estadistico

El analisis estadistico y graficos se realizaron con el programa el programa SigmaPlot 12.5
(Jandel Corporation, EUA), a los datos experimentales se les aplico la prueba t de Student,
y consideramos la diferencia estadisticamente significativa cuando el valor de p es menor a
0.05 (p < 0.05).
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RESULTADOS

IL-6 promueve el aumento en la capacidad migratoria de las células U-87
MG

La IL-6, ademas de ser una molécula que participa en la reaccion inflamatoria, tambien esta
involucrada en el desarrollo y progresion tumoral en diferentes tipos de cancer, tales como
cancer de mama, cancer de préstata, entre otros, desconociéndose hasta el momento su
participacion en la progresion del glioblastoma. Por lo que inicialmente decidimos
investigar si la presencia de IL-6 modificaba de alguna manera la capacidad migratoria de
las células U-87 MG, para lo cual, se realizaron ensayos de migracién en camaras
transwell. Las células se mantuvieron por 48 horas en la presencia crénica de 50 ng/ml de
IL-6. Al finalizar este periodo, las células fueron cosechadas para ser resembradas en los
insertos de las cAmaras transwell (30,000 células/inserto), se incubaron nuevamente durante
18 horas, manteniendo la presencia de IL-6 en el medio de cultivo. Al finalizar la
incubacidn, las células que migraron fueron fijadas, tefiidas y fotografiadas. A partir de las
microfotografias obtenidas se realizo el conteo celular utilizando el programa Image J. La
figura 1A muestra las microfotografias de las células que migraron bajo nuestras
condiciones experimentales. El conteo celular mostré que a esa concentracion de IL-6 se ve
un incremento significativo en la capacidad migratoria de las células U-87 MG. (Figura
7B).
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Figura 7. Efecto de IL-6 sobre la capacidad migratoria de las células U-87 MG. A) Se muestran
micrografias representativas obtenidas con el objetivo 10x, del ensayo de migracion en camaras transwell.
Estas micrografias muestran que la migracion de las células U-87 MG aumenta de manera significativa
cuando son tratadas con 50 ng/mL de IL-6 con respecto al control. B) Cuantificacién del porcentaje de células
gue migran en la condicién tratada con 50 ng/ml de IL-6 con respecto a la condicién control, vemos que el
porcentaje de migracion de células U-87 MG tratadas, es 75 % més que las que migran en condicién control.
Los valores graficados son el promedio con su error estandar de cuatro experimentos independientes, (** = p
<0.01).

Las células U-87 MG expresan el ARNm que codifica para el receptor a
IL-6 y de su proteina accesoria gp130

La IL-6 induce cambios significativos en la capacidad migratoria de las células U-87 MG,
por lo que decidimos investigar si este efecto es mediado por la activacion de su receptor, a
continuacion, evaluamos si nuestro modelo experimental, expresa el ARNm que codifica
para el receptor IL-6 y de la proteina accesoria gp130, para esto se hizo un ensayo de
expresion génica RT-PCR de punto final y posteriormente se hizo la separacion
electroforética de los productos de PCR. La figura 8A muestra claramente que las células
U-87 MG expresan el ARNm que codifica para el receptor de IL-6 (IL-6R) y el de su

proteina accesoria gpl30, observandose una banda de 474 y 679 pares de bases,

]
39 |

——



respectivamente. La figura 8B muestra el resultado del analisis densitométrico realizado a
los productos de PCR amplificados. Se observa que la expresion de ARNm de gp130 es
aproximadamente 3 veces mayor que la del receptor para IL-6 (IL6-R), probablemente se
debe a que gp130 es una proteina receptora de sefializacion comun para varios receptores a

citocinas.
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Figura 8. Expresion del ARNm que codifica para el receptor de IL-6 (IL-6R) y su proteina accesoria
gpl130. A) Mediante extraccion del ARNm de las células U-87 MG vy la realizacion de retrotranscripcion
seguida de PCR, se lograron amplificar secuencias especificas para el receptor IL-6R y la subunidad gp130.
B) Se muestra una diferencia significativa de la expresion de ARNm que codifica para gp130 con respecto a
la expresién de ARNm que codifica para IL-6R, esta diferencia puede deberse principalmente a que gp130, no
solo es la proteina accesoria de IL-6R, sino que también gp130 forma complejos con receptores de otras
citocinas. Los valores graficados se normalizaron con respecto a gp130. Los datos mostrados representan la
media (x error estandar) de una serie de tres experimentos independientes (** = p <0.01).




IL-6 estimula de manera dosis-dependiente los niveles de expresién del
ARNmM que codifican para IL-6R y gp130

Una caracteristica comdn de los receptores a moléculas relacionadas con la reaccion
inflamatoria es que pueden ser regulados por sus propios ligandos, ya sea de manera
positiva 0 negativa. Con estos antecedentes, decidimos investigar si la presencia crénica de
IL-6 es capaz de modificar los niveles de expresién del ARNm que codifica para IL-6R y
gp130 presentes en nuestro modelo experimental, y si este efecto era dependiente de la
concentracion. Las células U-87 MG fueron tratadas con diferentes concentraciones de 1L6
(10, 25, 50, 75 y 100 ng/ml) por 72h. Al finalizar el tratamiento, las células fueron
cosechadas, se aisld y purifico el ARN, y por RT-PCR evaluamos el nivel de expresion del
ARNmM que codifica para IL6-R y gp130, utilizando la B-actina como control interno. La
Figura 9A muestra la imagen representativa de la separacion electroforética de los
productos de PCR para IL-6R, gp130 y B-actina, con su respectivo tamafio expresado en
pares de bases de nucledtidos. Se observa con claridad que el tratamiento con IL-6 no
modifica el nivel de expresion del ARNm que codifica para -actina independientemente
de la concentracion utilizada de IL-6, lo cual valida su uso como control interno en nuestros
experimentos de expresion génica. Por su parte, la expresion del ARNm que codifica para
gp130 resulta estimulada a partir del tratamiento de 50 ng/ml, alcanzado un incremento
superior al 200% con respecto a la condicion control (Figura 9B). De igual manera, la
expresion de ARNm que codifica para IL-6R es regulada positivamente por la presencia
cronica de 1L-6, a partir de una concentracion de 10 ng/ml, alcanzando su valor maximo de
expresion entre 25 y 50ng/ml (Figura 9C). Se puede concluir que el nivel de expresion del

receptor para IL-6 (IL-6R y gp130) depende de la concentracion de IL-6.
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Figura 9. IL-6 estimula la expresion del ARNm que codifica para IL-6R y gp130. A) Expresion de
ARNmM que codifica para IL-6R y gp130, con diferentes concentraciones de IL-6, se puede ver que en gp130
la intensidad de la banda es aproximadamente el doble cuando las células U-87 MG son tratadas con 50 ng/ml
de IL-6, mientras que para IL-6R la intensidad de la banda aumenta desde 10 ng/ml de IL-6. B) Los resultados
del analisis densitometrico muestran que hasta una concentracion de 50 ng/ml de IL-6 hay un aumento en mas
del 200 % en la expresion de ARNm que codifica para gpl30, disminuyendo ligeramente con una
concentracion de75 ng/ml, pero vuelve aumentar en mas del 200% con una concentracion de 100 ng/ml de IL-
6. C) Para el caso de IL-6R la expresion de ARNm aumenta en mas del 200 % a partir de una concentracién
de 10 ng/ml de IL-6R, esta expresion sigue en aumento hasta una concentracion de 50 ng/ml, donde alcanza la
méaxima expresion. Las células U-87 MG se trataron con diferentes concentraciones de I1L-6 (10, 25, 50, 75y
100ng/ml) el tiempo de tratamiento fue de 72h. Los datos mostrados representan la media (+ error estandar)
de una serie de tres experimentos independientes (***=p < 0.001).
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Expresion de ARNm que codifica para IL-6 en la linea celular U-87 MG

Una de las caracteristicas que adquieren las células tumorales durante su transformacion
maligna, es su capacidad de producir citocinas pro-inflamatorias, con el fin de mantener un
microambiente propicio para el desarrollo y progresién tumoral. Por lo que de manera
preliminar quisimos investigar, si las células U-87 MG son capaces de producir su propia
IL-6. Examinamos la expresion de ARNm que codifica para IL-6 en nuestro modelo
experimental, y observamos que efectivamente, las células U-87 MG expresan el ARNm

que codifica para IL-6 en células U- MG87 (Figura 10).

Mw IL-&
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Figura 10. Expresion del ARNm que codifica para IL-6 en las células U-87 MG. Las células U-87 MG se
mantuvieron en condiciones de cultivo estandar, se aislé y purificé el ARN para por ensayos de RT-PCR
detectar el ARNm que codifica para IL-6, obteniéndose la banda respectiva de IL-6 en 388 pb.

Las células U-87 MG expresan el ARNm que codifica para
Metaloproteinasas (MMPs)

Actualmente, la investigacion del cancer se centra en comprender los mecanismos
funcionales que subyacen a la transformacion celular y la progresion tumoral. Las MMPs
son una familia de proteasas que participan en la degradacion de los componentes de la
matriz extracelular, incluida la membrana basal y la superficie del tumor, lo que favorece la
capacidad invasiva y migratoria de las células tumorales al tejido u 6rgano mas
cercano. Ademas, las MMPs promueven el crecimiento tumoral y la diseminacion a traves
del endotelio capilar y la neovascularizacion. Decidimos evaluar en nuestro modelo
experimental, el nivel de expresién de las MMPs que estan implicadas en la capacidad
migratoria de las células tumorales. Las células U-87 MG se mantuvieron en condiciones
de cultivo estandar, se aislo y purifico el ARN total y por ensayos de expresion génica,

evaluamos los niveles de expresion del ARNm que codifica para las siguientes
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metaloproteinasas: MMP-2, MMP-9 y MMP-14. La figura 11A evidencia que la linea
celular U-87 MG expresa en condiciones basales el ARNm que codifica para MMP-2,
MMP-9 y MMP-14. El andlisis densitométrico muestra que no hay diferencia significativa

en la expresion de ARNm de cada una de estas metaloproteinasas (Figura 11B).

A) Mw MMP-2 MMP-2 MMP-14

+——686 pb
«——548 pb
500 pb ——»

+—2314 pb

B)

0.5 1

(MMP-2, MMP-9, MMP-14)

0.0

Niveles relativos de la expresion de ARNm
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Figura 11. Expresion del ARNm que codifica paraMMP-2, MMP-9 y MMP-14. A) Ensayos de RT-PCR
de células U-87 MG mantenidas en condiciones de cultivo estandar, muestran la expresion de ARNm que
codifica para la MMP-2, MMP-9 y MMP-14. B) Se muestra que las células U-87 MG en condiciones basales
no presentan diferencia significativa en la expresion del ARNm que codifica para estas MMPs. Los valores
presentados se normalizaron con respecto a la MMP-2. Los datos mostrados representan la media (+ error
estandar) de una serie de tres experimentos independientes (* = p <0.05; ** = p <0.01 y ***=p < 0.001).
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IL-6 estimula de manera dosis-dependiente los niveles de expresion del
ARNmM que codifican para MMP-2, MMP-9 y MMP-14

A continuacion, decidimos evaluar si el efecto estimulatorio que ejerce la IL-6 sobre la
capacidad migratoria de las células U-87 MG es acompariado por cambios en los niveles de
expresion del ARNm que codifican para las tres metaloproteinasas (MMP-2, MMP-9 y
MMP-14) involucradas en la capacidad migratoria de las células tumorales, y ademas
determinar, si este efecto depende de la concentracion presente de IL-6. Las células U-87
MG se mantuvieron durante 72 horas en presencia de diferentes concentraciones de IL-6
(10, 25, 50, 75, y 100 ng/ml). Al finalizar el tratamiento, se realizaron ensayos de expresion genica
para evaluar los niveles de expresion del ARNm que codifica para cada una de las
metaloproteinasas evaluadas. En términos generales podemos decir, que las células U-87 MG al ser
tratadas con IL-6 se induce un incremento en la expresion del ARNm que codifica para MMP-2,
MMP-9 y MMP-14, de forma dependiente de la concentracion y de manera diferencial (Figura
12A). Por ejemplo, la expresién de MMP-2 se ve incrementada casi un 50% a partir de 25 ng/ml de
IL-6, alcanzando su efecto maximo, méas de dos veces con respecto a la condicion control, cuando
las células se mantienen a una concentracién de 50 ng/ml de la citocina pro-inflamatoria (Figura
12B). Para el caso de la MMP-9 se observa un fenémeno similar, se incrementa aproximadamente
un 50% con respecto a la condicion control, a partir de una concentracion de 25 ng/ml de IL-6,
incrementandose ligeramente (70% con respecto a la condicion control) cuando las células
se mantienen en presencia de altas concentraciones de IL-6 (50 y 100 ng/ml) (Figura 13A).
La respuesta sobre la expresion del ARNm que codifica para la MMP-14 es menos sensible
a la presencia de IL-6, con respecto a las otras metaloproteinasas evaluadas, ya que en este
caso, se requiere una concentracion minima de 50 ng/ml de IL-6 para observar un
incremento significativo en los niveles de expresion de MMP-14 (40% con respecto a la
condicion control), y conforme se incrementa la concentracion de IL-6 a 75 y 100 ng/ml,
aumentan los niveles de expresion de esta metaloproteinasa, un 45% y 60%

respectivamente (Figura 13B).
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Figura 12. IL-6 estimula de manera dosis-dependiente la expresion del ARNm que codifica para MMP-
2. Las células U-87 MG se trataron por 72 horas a diferentes concentraciones de IL-6: 10, 25, 50, 75y
100ng/ml. A) Imagen representativa de la separacion electroforética de los productos de PCR, de las MMPs
(2, 9y 14). B) Analisis densitométrico de los niveles de expresion del ARNm que codifica para la MMP-2. Se
observa que a una concentracion de 25 ng/ml de IL-6 ya hay un aumento significativo en la expresion de
MMP-2 y cuando las células son tratadas con una concentracion de 50 ng/ml de IL-6, la expresion es mas de 2
veces, vemos que a esta concentracion esta la expresion maxima del ARNm que codifica para MMP-2 en
células U-87 MG, ya que a concentraciones mas altas la expresion disminuye significativamente. Los datos
mostrados representan la media (+ error estdndar) de una serie de tres experimentos independientes (* = p <
0.05; ** =p <0.01 y ***=p <0.001).
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Figura 13. IL-6 estimula de manera dosis-dependiente la expresion del ARNm que codifica para MMP-
9y MMP-14. Las células U-87 MG se trataron por 72 horas a diferentes concentraciones de IL-6: 10, 25, 50,
75 y 100ng/ml. Se muestra andlisis densitometrico. A) LA expresion del ARNm que codifica para MMP-14
tiene una diferencia significativa del 50 %, a una concentracion de 25 ng/ml de 1L-6, aumentando ligeramente
a un 70% en una concentracion entre 50 y 75 ng/ml, pero a una concentraciéon de 100 ng/ml, expresién de
ARNm de MMP-9 empieza a disminuir ligeramente. B) En el caso de la MMP-14 hay un aumento
significativo en la expresion del ARNm a partir de 50 ng/ml y esta expresion sigue en incremento cuando se
aumenta la concentracion de IL-6. Los datos mostrados representan la media (+ error estandar) de una serie de
tres experimentos independientes (* = p <0.05; ** =p <0.01).
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IL-6 exacerba la expresion de la subunidad o del del canal de sodio Nav
1.5 dependiente de voltaje en las células U-87 MG

Existen numerosas evidencias que muestran que la subunidad o de los canales de sodio Nay
1.5 que normalmente se localiza en el corazon de los mamiferos, se expresa de manera
aberrante en células tumorales de origen epitelial, como cancer de mama, préstata, colon,
cuello uterino, pulmon, entre otros. Debido a la participacion del canal de sodio Nayv 1.5 en
la capacidad migratoria de multiples tipos de cancer, decidimos investigar de manera inicial
si las células U-87 MG expresan el ARNm que codifica para la subunidad o del canal de
sodio Nav 1.5. El resultado del ensayo de expresion génica mostrado en la figura 14
evidencia que las células U-87 MG expresan de manera intensa el ARNm que codifica para

dicho canal de sodio.

Figura 14. Expresion del ARNm que codifica para la subunidad o del canal de sodio Nav 1.5. Las
células U-87 MG se mantuvieron en condiciones de cultivo estandar, a partir de las cuales se realizé el ensayo
de expresién génica. El producto de PCR obtenido tiene una extension de 393 pares de bases, tamafio que
coindice con el esperado.

Lo siguiente que decidimos investigar fue si la presencia cronica de IL-6 incide sobre los
niveles de expresion del ARNm que codifica para el canal de sodio Nav 1.5, y si este efecto
depende de la concentracion empleada de la citocina pro-inflamatoria. Las células U-87
MG fueron tratadas por 72 horas a diferentes concentraciones de IL-6 (10, 25, 50, 75, y 100
ng/ml).

Los resultados obtenidos muestran que IL-6 induce un incremento significativo sobre los
niveles de expresion del ARNm que codifica para Nav 1.5, y que este efecto es dosis

dependiente (Figura 15B). Es necesaria una concentracion minima de 25 ng/ml de IL-6 para
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observar un incremento significativo del 25% con respecto a la condicién control. El nivel
maximo de expresion del ARNm que codifica para Nav 1.5, se alcanza cuando las células
U-87 MG son mantenidas en presencia de 50 y 75 ng/ml de IL-6, lograndose un incremento

del 50 y 48%, respectivamente.
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Figura 15. IL-6 induce la expresién del ARNm que codifica para Nav 1.5 de manera dosis-dependiente
en las células U-87 MG.

Las células U-87 MG se trataron por 72 horas a diferentes concentraciones de IL-6: 10, 25, 50, 75 y
100ng/ml. A) Imagen representativa de la separacion electroforética de los productos de PCR. Podemos ver
que la intensidad de la banda empieza aumentar en 25 ng/ml, pero hay una mayor intensidad entre 50 y 75
ng/ml. B) Andlisis densitométrico de los niveles de expresion del ARNm que codifica para Nav 1.5, se
observa que hay una mayor expresion entre 50 y 75 ng/ml, cuando las células U-87 MG son tratadas con 100
ng/ml, hay una ligera disminucién de la expresion, pero aun asi este nivel de expresion tiene un aumento
significativo con respecto al control. Los datos mostrados representan la media (+ error estandar) de una serie
de tres experimentos independientes (* = p <0.05y **=p <0.01).
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El efecto que IL-6 ejerce sobre la capacidad migratoria de las células U-
87 MG es mediado por la via de sefializacion JAK/STAT

Es un hecho que la IL-6 al unirse a IL-6R y gp130, exacerba la capacidad migratoria de las
ceélulas U-87 MG, desconociéndose hasta el momento la via de sefializacion involucrada.
Recientes reportes cientificos han mostrado la asociacion positiva de la via de sefializacion
JAK2/STATS3 sobre la capacidad migratoria de células de cancer de mama. Por lo que
decidimos investigar de manera preliminar si el efecto estimulatorio que ejerce la IL-6
sobre la capacidad migratoria de las células U-87 MG es mediado al menos parcialmente
por la via de sefializacién JAK2/STAT3 para lo cual utilizamos inhibidores especificos para
estas proteinas en presencia y ausencia de IL-6. Las células U-87 MG se mantuvieron en
presencia de 50 ng/ml de IL-6, 50 nM de AG490 (inhibidor de la proteina JAK2) y 10 nM
de Stattic (inhibidor de STAT3) por 48 horas. Al finalizar el tratamiento, se cosecharon las
células y se resembraron en los insertos de las caAmaras transwell para realizar el ensayo de
migracion celular. Los resultados obtenidos muestran, tal y como lo habiamos visto, que 50
ng/ml de IL-6 inducen un incremento significativo cercano del 70% sobre el nimero de
células que migran, con respecto a la condicion control. La presencia de AG490, para
sorpresa nuestra, igualmente que el efecto de IL-6, favorece un aumento del 20% sobre el
namero de células que migran. Por su parte, la presencia de Stattic reduce un 70% la
capacidad migratoria de las células U-87 MG. Cuando las células son pretratadas con 50
ng/ml de IL-6 y se afiade al medio de cultivo AG490 o Stattic, el efecto estimulatorio de IL-
6 sobre la capacidad migratoria de las células U-87 MG se ve reducido, por ejemplo, pasa
del 170% al 95% en presencia de AG490, y del 170% al 50% cuando se afiade Stattic
(Figura 16). Estos resultados preliminares sugieren la participacion de la via JAK2/STAT3
en el efecto estimulatorio que ejerce la IL-6 sobre la capacidad migratoria de las células U-
87 MG.

]
50 |

——



A) CONTROL IL-6 (50 ng/ml) Stattic (10 nM)

P e e - SR 3 v

AG490 (50 nM) IL-6 (50 ng/ml) + AG490 (50nM)  IL-6 (50 ng/ml) + Stattic (10 nM)

200 -
L2

1580

100

B)

Migracidn celular
(Porcentaje con respecto al control)

HH

U .
IL-6 (50 ng/mL)
AGA90 (50 o) - - * - + -

STATTIC (10 oM} - - - + - +

Figura 16. El efecto de IL-6 sobre la capacidad migratoria de las células U-87 MG es mediado por la via
de sefalizacion JAK2/STAT3.

Las células U-87 MG se trataron por 48 horas con 50 ng/ml de IL-6, 50 nM de AG490 y 10 nM de Stattic, ya
sea de manera individual o combinada. A) Imagen representativa de las células que migraron bajo las
diferentes condiciones experimentales, obtenidas con el objetivo 10x. Cuando las células U-87 MG son
tratadas con 50 ng/ml de IL-6, podemos ver que es muy notoria el nimero de células que migran, de la misma
manera se observa una mayor migraciéon cuando son tratadas con AG490, pero disminuye radicalmente la
migracion de estas células cunado son tratadas con Stattic, sin embargo cuando las células son pretratada con
IL-6 y posteriormente se adiciona AG490 pareciera ser que el nimero de células que migran es similar a las
gue migran cuando estan en condicién control, por otra parte cuando las células estan pretratadas y se afiade
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Sttatic también se observa una disminucion significativa con respecto al control. B) Cuantificacion de las
células que migraron en las diferentes condiciones experimentales. Las células tratadas con IL-6 (50ng/ml)
tienen un aumento del 70% con respecto a la condicién control, cuando las células estan en presencia de
AG490 hay un aumento en la migracion del 20%, cuando las células son pretratadas con IL-6 y se afiade
AG490 la disminucién de las células que migran es aproximadamente 5% con respecto al control, las células
tratadas con Sttatic (10nM) disminuyen la capacidad migratoria en un 70% y finalmente cuando la células son
pretratadas con IL-6 y se adiciona Sttatic, también hay una disminucion significativa en la capacidad
migratoria. Los datos mostrados representan la media (+ error estandar) de una serie de tres experimentos
independientes (* = p <0.05; **=p <0.01 y ***=p <0.001).

El efecto que IL-6 ejerce sobre la expresion de IL-6R, gpl30,
metaloproteinasas y de la subunidad o del canal de sodio Nav 1.5 es
mediado por la via de sefializacion JAK/STAT en las células U-87 MG

Los datos presentados previamente, muestran que la IL-6 favorece la expresion del ARNm
que codifica para IL-6R, gpl130, MMP-2, MMP-14 y la subunidad Nayv 1.5 de manera
dosis-dependiente. Estas moléculas participan de manera importante en la capacidad
migratoria de las células tumorales. La presencia de los inhibidores de la via de
sefializacion JAK2-STAT3 (AG490 y Stattic) reducen el efecto estimulatorio de la IL-6
sobre la capacidad migratoria de las células U-87 MG, por lo que quisimos investigar si
este efecto inhibitorio era ocasionado por una reduccion en los niveles de expresion del
ARNm que codifica para IL-6R, gp130, MMP-2, MMP-14 y la subunidad Nay 1.5. Las
células U-87 MG se mantuvieron en presencia de 50 ng/ml de IL-6, 50 nM de AG490
(inhibidor de la proteina JAK2) y 10 nM de Stattic (inhibidor de STAT3) por 48 horas. Al
finalizar el tratamiento, se aislé y purificd el ARN para realizar los ensayos de expresion
génica para cada una de las proteinas mencionadas. Los resultados obtenidos muestran
claramente que la expresion tanto basal como la estimulada por IL-6 del ARNm que
codifica para IL-6R (Figura 17B), gp130 y MMP-2 (Figura 18A-B) depende de la via de
sefializacion JAK2-STAT3, mientras que la expresion de MMP-14 y de la subunidad o del

canal de sodio Nav 1.5 es independiente de dicha via de sefializacion (Figura 19A-B).
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Figura 17. Efecto de los inhibidores de la via JAK2/STAT3 sobre los niveles de expresion del ARNm
que codifica para IL-6R. Las células U-87 MG se trataron por 48 horas con 50 ng/ml de IL-6, 50 nM de
AG490 y 10 nM de Stattic, ya sea de manera individual o combinada. A) Imagen representativa de la
separacion electroforética de los productos de PCR (gp130, IL-6R, MMP-2, MMP-9 y Nav 1.5). B) Analisis
densitométrico de los niveles de expresion del ARNm que codifica para IL-6R. Las células en presencia de
IL-6 aumentan la expresion de ARNm que codifica para este en mas del 200%, mientras que en presencia de
IL-6+AG490 y AG490 no hay diferencia significativa de la expresion de ARNm que codifica para IL-6R con
respecto al control, por otra parte, cuando las células estdn en presencia de IL-6 + Stattic y Stattic la
disminucion en la expresién del ARNm que codifica para IL-6R es significativa. Los datos mostrados
representan la media (+ error estandar) de una serie de tres experimentos independientes (*** = p <0.001).
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Figura 18. Efecto de los inhibidores de la via JAK2/STAT3 sobre los niveles de expresion del ARNm
que codifica para gp130 y MMP-2.

Las células U-87 MG se trataron por 48 horas con 50 ng/ml de IL-6, 50 nM de AG490 y 10 nM de Stattic, ya
sea de manera individual o combinada. A) Analisis densitométrico de los niveles de expresion del ARNm que
codifica para gp130. Las células en presencia de IL-6 aumentan la expresién de ARNm que codifica para este
en aproximadamente 200%, mientras que en presencia de IL-6+AG490 y AG490 no hay diferencia
significativa de la expresion de ARNm que codifica para gp130 con respecto al control, sin embargo, cuando
las células estdn en presencia de IL-6 + Stattic y Stattic la disminucion en la expresién del ARNm que
codifica para IL-6R es significativa, de manera similar en ambas condiciones. B) Analisis densitométrico de
los niveles de expresién del ARNm que codifica para MMP-2. Las células en presencia de 1L-6 aumentan la
expresion de ARNm que codifica para este en mas del 200%, y cuando las células son tratadas con demas
condiciones, el comportamiento en la expresion de ARNm que codifica para MMP-2 es similar al descrito
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para IL-6R. Los datos mostrados representan la media (z error estandar) de una serie de tres experimentos
independientes (*** =p <0.001).
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Figura 19. Efecto de los inhibidores de la via JAK2/STAT3 sobre los niveles de expresion del ARNm
que codifica para MMP-14 y Nav 1.5.

Las células U-87 MG se trataron por 48 horas con 50 ng/ml de IL-6, 50 nM de AG490 y 10 nM de Stattic, ya
sea de manera individual o combinada. A) Andlisis densitométrico de los niveles de expresion del ARNm que
codifica para MMP-14. Las células en presencia de IL-6 aumentan la expresion de ARNm que codifica para
este en aproximadamente 40%, mientras que en presencia de IL-6+AG490, AG490, IL-6 + Stattic y Stattic no
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se observan diferencias significativas de la expresion de ARNm que codifica para MMP-14 con respecto al
control. B) Analisis densitométrico de los niveles de expresién del ARNm que codifica para Nav 1.5. Las
células en presencia de IL-6 aumentan la expresion de ARNm que codifica para este en un 50%, y cuando las
células son tratadas con demas condiciones, no hay cambios significativos en la expresién de ARNm que
codifica para Nav 1.5. Los datos mostrados representan la media (x error estandar) de una serie de tres
experimentos independientes. (* = p < 0.05; ** = p <0.01).
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DISCUSION

En los dltimos afios se ha incrementado la incidencia a nivel mundial de los tumores del
sistema nervioso central. El glioblastoma multiforme es el tumor cerebral primario mas
comun y letal del SNC, no existiendo actualmente estrategias terapéuticas eficaces para su
tratamiento. La mayor parte de los ensayos clinicos que se han desarrollado a lo largo de
los ultimos afios han obtenido un resultado negativo, en el caso del glioblastoma primario.
Actualmente, el tratamiento de eleccion en la mayoria de los pacientes con glioblastoma
primario es una combinacion de temozolamida y radioterapia. Sin embargo, desde entonces
no se han producido avances significativos en cuanto al tratamiento de estos tumores, ya
que se conoce poco acerca de los mecanismo moleculares involucrados en la capacidad
migratoria e invasiva de las células tumorales, por lo que resulta de gran interés el
identificar las probables sefiales del microambiente tumoral que favorecen el potencial
invasivo de las células de glioblastoma, y de esta manera proponer nuevos blancos

farmacoldgicos para un tratamiento mas eficaz y seguro.

En la actualidad, se acepta generalmente que el microambiente inflamatorio juega un papel
critico en el desarrollo del tumor, incluido el inicio, la promocion, la invasion y la
metastasis del tumor (Grivennikoy et al., 2010; Coussens & Werb, 2002). La interleucina-6
(IL-6), una citocina multifuncional, ha surgido como un contribuyente importante al
microambiente tumoral. Muchos estudios han demostrado que un aumento en los niveles de
expresion de IL-6 se correlaciona positivamente con un mal prondstico en una gran
variedad de tumores malignos (Chang et al., 2013; Kumari et al., 2016; Siershak et al.,

2020). Los efectos biologicos de IL-6 son regulados por la activacion de un complejo
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proteico receptor presente en la membrana plasmatica, y que estd constituido por dos
subunidades: IL-6R y gpl130. Brevemente, IL-6 se une a IL-6R y desencadena la
dimerizacion y fosforilacion de gp130, lo que lleva a la activacion de la tirosina cinasa de
Janus (JAK). A continuacion, se activan las siguientes vias de transduccién de sefiales: a)
via JAK / STAT (transductor de sefial y activadores de la transcripcion); b) via Ras /
MAPK (proteina cinasa activada por mitdgenos), y c) via PI3K / Akt (Martinez-Pérez et al.,
2021). Se ha identificado que la IL-6 y sus vias de sefializacion relacionadas contribuyen a
la proliferacidn, migracion e invasion de diversas células tumorales (Yi et al., 2012; Ara &
Declerck, 2010).

En la mayoria de los tumores solidos asociados con la hiperactivacion de STAT3, el
desarrollo y la progresion de la enfermedad se han atribuido a un aumento de la
sefializacion de citocinas o a la inhibicion de reguladores negativos de la via JAK / STAT
(Igelmann et al., 2019; Orlova et al., 2019). En los canceres, la activacion aberrante de
STAT3, a menudo a través de niveles elevados de IL-6 en el microambiente tumoral, se
asocia con un aumento de la proliferacion, supervivencia y metéstasis de las células
tumorales, asi como con la inmunosupresion de las células inmunitarias que infiltran el
tumor (Johnson et al., 2020), por lo tanto, el bloqueo de la via de sefializacidon, a nivel de la
via JAK / STAT podria ser un enfoque terapéutico Util para la supresion tumoral. El
compuesto AG490, inhibidor especifico de JAK, se ha utilizado ampliamente para inhibir
su actividad tanto in vitro como in vivo (Miyamoto et al., 2001; Samanta et al., 2006). Se ha
demostrado que esta molécula induce a una regulacion negativa de la activacion gp130 en
células de Schawnnoma RT4 (Seo et al., 2009) y que, en muchos tipos de células
tumorales, AG490 bloquea la fosforilacion de STATS3, inhibiendo la expresion de los genes

diana STAT3 y favorece la induccién de apoptosis (Gurbuz et al., 2014).
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que la presencia cronica de I1L-6
en el medio de cultivo, exacerba la capacidad migratoria de las células U-87 MG,
observandose un incremento significativo en los niveles de expresion del ARNm que
codifica para diferentes moléculas relacionadas positivamente con la capacidad migratoria
de las células tumorales, tal es el caso de las metaloproteinasas y del canal de sodio.

Las células U-87 MG expresan el ARNm que codifica para IL-6R y gp130, por lo que muy
probablemente, la activacion de este complejo receptor sea el primer paso para que la IL-6
favorezca la capacidad migratoria de las células U-87 MG. Como se menciond
anteriormente, la activacion de este complejo receptor puede iniciar tres diferentes vias de
sefializacion, la via JAK / STAT es la que mas ampliamente estd involucrada en el
desarrollo y progresion tumoral, por lo que fue considerada la primera via de sefializacién a
evaluar. En este sentido, se emplearon dos compuestos, AG490 para inhibir la proteina JAK
y Stattic para inactivar la proteina STAT, en presencia de IL-6. La presencia de AG490 no
afecta negativamente la capacidad migratoria estimulada por IL-6 en las células U-87 MG,
y tampoco los niveles de expresién del ARNm que codifica para los factores asociados a la
migracion que elegimos analizar en este trabajo. En cambio, cuando utilizamos Stattic, los
resultados obtenidos fueron totalmente opuestos a los observados en presencia de AG-490.
La capacidad migratoria de las células U-87 MG se reduce de manera drastica en presencia
de Stattic. Este resultado sugiere que es vital la participacion de STAT3 en el efecto
estimulatorio que ejerce IL-6 sobre la capacidad migratoria de las células de glioblastoma,
pero que su activacién es independiente de JAK2. Varios trabajos han reportado en células
tumorales la activacion de STAT3 de manera independiente a JAK 2, lo cual apoya nuestra
evidencia que tenemos hasta el momento al evaluar dichos factores moleculares asociados a

la migracion, de que en las células de glioblastoma U-87 MG, el aumento de la capacidad
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migratoria que adquieren en presencia de IL-6 estd mediado por STAT3, pero que la
activacion de STAT3 en estas células es independiente de JAK2 (Singh et al., 2011,
Looyenga et al., 2012))

Otros factores que influyen en la progresion del tumor, es la secrecion de altos niveles de
metaloproteinasas, que degradan la matriz extracelular y la membrana basal, lo que permite
que las células cancerosas puedan migrar a sitios adyacentes o distales. Por ejemplo,
la MMP-14 mejora la invasion y diseminacion tumoral a través de la escision de CD44, una
glicoproteina de la superficie celular (Kajita et al., 2001), o la activaciéon de MMP-2 y
MMP-9 (Ulasoy et al., 2014). Un creciente acimulo de evidencias indica que la MMP-14
esta regulada al alza en diversas células tumorales y estromales agresivas y, por lo tanto, la
MMP-14 que se origina a partir de células de microglia o glioma esta emergiendo como un
objetivo intervencionista potencial para la terapia del glioma (Ulasoy et al., 2014).
También se ha descubierto que la IL-6 activa MMP-2 y MMP-9, lo que mejora la capacidad
de invasion de las células cancerosas (Wang et al., 2006; Chernov et al., 2009). Dado que
MMP-14 es un activador de MMP-2 y MMP-9, un posible mecanismo que impulsa la
invasion y migracion del tumor es la activacion de MMP-2 y MMP-9 a través de MMP-14
inducida por IL-6.

Los resultados obtenidos muestran que IL-6 aumenta significativamente la expresion del
ARNmM que codifica para MMP-2, -9 y -14 de manera dependiente de la dosis y del tiempo
de tratamiento, y que cuando se bloquea la via de sefializacion a nivel de STATS3,
disminuye de manera significativa la expresion de MMP-2, pero no afecta a la expresion de
MMP-14 con respecto al control, por lo que podemos proponer entonces de manera inicial,
que la via de sefializacién JAK2/STAT3 no participa en la expresiéon de MMP-14 en la

linea celular U-87 MG.
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Los canales idnicos tienen una participacion mas reconocida en la progresion del cancer a
través de la regulacion de la proliferacion, migracion y muerte celular. Los canales de
ionicos conducen pasivamente los iones a favor de su gradiente electroquimico en respuesta
a estimulos externos, responsables de conducir las corrientes eléctricas en las células
nerviosas, musculares y cardiacas; sin embargo, también desempefian funciones vitales
fuera de la regulacion de la excitabilidad eléctrica, tanto en células normales como
tumorales. Cada vez se comprende mas que alteraciones en la expresion funcional de los
canales ionicos estan implicados en la transformacion y progresion tumoral (Fiorio &
Munaron, 2014), incluida la regulacion del ciclo celular (Becchetti, 2011), la migracion
(Turner & Sontheimer, H.2014). y la apoptosis (Burtner & Cidlowski, 2014). De manera
interesante, se ha demostrado que la inhibicion de algunos canales i6nicos dificulta la
formacion y el crecimiento de tumores (Hutchings et al., 2019).

Durante la migracion de las células de glioma a lo largo de los vasos sanguineos, se
requieren cambios de volumen celular para navegar por espacios intersticiales estrechos. La
migracion celular implica protrusion en el borde migratorio y retraccion en la parte
posterior del cuerpo celular, y estos pasos dependen de la actividad de maultiples canales
ionicos (Schwab & Stock, 2014). La migracion e invasion progresiva de células en el
parénquima cerebral normal circundante es una de las caracteristicas definitorias de los
gliomas malignos y hace que la reseccion quirargica completa del tumor sea practicamente
imposible. Por lo tanto, es concebible que las alteraciones en la funcién de los canales
iGnicos contribuyan a la migracion de las células de glioma.

Los canales de Na * activados por voltaje permiten selectivamente el paso de iones de
Na*a las células, lo que da como resultado la despolarizacion de la membrana y

desempefian un papel fundamental en el inicio y la conduccién del potencial de accién en
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las celulas excitables, incluidas las neuronas, el corazén y el tejido esquelético (Hernandez
& Richards, 2021). En los ultimos afios, se ha informado ampliamente sobre el aumento de
la expresion de los canales de sodio dependientes de voltaje en un amplio nimero de
canceres (Djamgoz et al., 2019; Lastraioli et al., 2015). Ademas, algunos canceres expresan
isoformas neonatales, como el Navl1.5, Nav1.7 y Nav1.9 neonatales (Brackenbury et al.,
2007). Las células tumorales expresan diferentes isoformas del canal de sodio, por ejemplo,
la subunidad Nav1.5 se expresa con mayor abundancia en las lineas celulares de cancer de
mama y de colon (Djamgoz et al., 2019), mientras que la subunidad Nay1.6 en el cancer de
cuello uterino y la subunidad Nav1.7 en el cancer de prostata (Lopez- Charcas et al.,
2021). La expresion y actividad de la subunidad Nav1.5 estd exacerbada en lineas celulares
con alto potencial metastasico, como la linea celular de cancer de mama MDA-MB-231 en
comparacion con linea celular MCF-7, que es débilmente metastasica (Gradek et al., 2019).
Actualmente hay una gran influencia en la progresion tumoral sobre la expresion del
ARNmM que codifica para Nav 1.5 y esta asociada con la capacidad migratoria de las células
(Lopez- Charcas et al., 2021).

En la literatura no hemos encontrado reportada la expresion de ARNm que codifica para la
subunidad Nav 1.5 en lineas celulares de glioblastoma. De acuerdo con esto, decidimos
investigar si las células U-87 MG expresan el ARNm que codifica para la subunidad Nayv
1.5. Los resultados obtenidos demuestran que la linea celular U-87 MG expresa el ARNm
que codifica para la subunidad Nav 1.5, y que su nivel de expresion se incrementa cuando
las células son expuestas de manera cronica a IL-6 de manera dosis-dependiente.

El blogueo de la via de sefalizacion JAK / STAT no afecta los niveles de expresion del
ARNmM que codifica para la subunidad Nav 1.5, en presencia y ausencia de IL-6, por lo que

la expresion del gen Scn5a que codifica para dicha subunidad, es independiente de dicha
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via de sefializacion, pudiendo participar cualquiera de las otras dos vias de sefializacion
activadas por el complejo IL-6R y gp130, u otra via (Ballou et al., 2015; Ezeani et al.,
2017; Lu eta I., 2020). Hasta donde sabemos, este es el primer estudio que detecta la

expresion de ARNm que codifica para Nav 1.5 en la linea celular U87.

Son necesarios mas experimentos para la identificacion de los elementos moleculares
responsables de la capacidad migratoria de las células tumorales, ya que representan una
excelente oportunidad para el disefio de farmacos, métodos para terapias moleculares y
génicas, con el fin de mejorar el pronéstico de vida de los pacientes con glioblastoma

multiforme.
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CONCLUSIONES

e La presencia crénica de IL-6 exacerba la capacidad migratoria de las células U-87
MG.

e Las celulas U-87 MG expresan de manera basal el ARNm que codifica para IL-6,
IL-6R y gp130.

e EI nivel de expresion del ARNm que codifica para IL-6R y gp130 depende de la
concentracion de IL-6.

e Las células U-87 MG mantenidas en condiciones de cultivo estandar expresan el
ARNmM que codifica para diversas proteinas involucradas en la capacidad migratoria
de las células tumorales, tales como MMP-2, MMP-9, MMP-14 y la subunidad o
del canal de sodio Nay 1.5).

e |L-6 induce un aumento en la expresion del ARNm que codifica para los elementos
moleculares asociados a la capacidad migratoria (MMP-2, MMP-9, MMP-14 y la
subunidad o del canal de sodio Nav 1.5) de manera dosis dependiente.

e El efecto estimulatorio que ejerce IL-6 sobre la capacidad migratoria de las células
U-87 MG, asi como sobre la expresion del ARNm que codifica para IL-6R, gp130,
y MMP-2, es mediado, al menos parcialmente por la via de sefializacién
Jak2/STATS3.

e El efecto estimulatorio que ejerce IL-6 sobre la expresion del ARNm que codifica
para MMP-14 y la subunidad o del canal de sodio Nav 1.5 es independiente de la

via de sefalizacion Jak2/STATS3.
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