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RESUMEN

El cancer es un conjunto de enfermedades donde se presenta una desregulacion
en la division celular, debido a la presencia de mutaciones que, por un lado,
favorecen la capacidad proliferativa, y por otro lado, reducen la capacidad
apoptotica. El glioblastoma es el tipo de cadncer mas comun en el sistema nervioso,
Su tasa de incidencia es baja, comparada con los tumores de tipo epitelial, tales
como cancer de glandula mamaria, prostata y pulmén, pero su tasa de mortalidad
es muy alta, falleciendo mas del 50% de los pacientes en menos de 18 meses, una
vez que fue diagnosticado. Actualmente, se cuenta con varias estrategias
terapéuticas para su tratamiento, tales como cirugia, radio, quimio (temozolamida)
e inmunoterapia, desafortunadamente ninguna de ellas, es completamente efectiva,
de ahi el interés de buscar y proponer nuevas opciones de tratamiento. El
microambiente tumoral se caracteriza por la presencia de una gran cantidad de
mensajeros quimicos que muy probablemente inciden en la progresién tumoral.
Recientemente, ha llamado poderosamente la atencion la presencia de receptores
de membrana a neurotransmisores en células tumorales, especificamente de
dopamina, sin conocerse a detalle la relevancia funcional que pudieran llegar a
tener. Por lo que el propdésito del presente trabajo de tesis fue investigar si el bloqueo
del receptor a dopamina por haloperidol, incide sobre la capacidad proliferativa y
migratoria en células U87 derivadas de glioblastoma humano. Los resultados
obtenidos muestran que las células U87 expresan el ARNm que codifica DRD2, y
que la presencia de haloperidol ejerce un efecto diferencial, por un lado, reduce la
capacidad migratoria de las células U87 y, por otro lado, no afecta su capacidad
proliferativa. De manera adicional, se observo que la presencia de haloperidol
reduce los niveles de expresion del ARNm que codifica para del Factor Estimulante
de Colonias tipo 1 (CSF-1), el cual estd asociado a promover el desarrollo de
glioblastoma. Estos resultados revelan la significancia funcional de los receptores a
dopamina sobre la progresion tumoral, por lo que pudieran ser considerados

potencialmente, como blancos farmacoldgicos para un tratamiento mas efectivo.



ANTECEDENTES

ANTECEDENTES GENERALES

Céancer

El cAncer se define como un conjunto de enfermedades, caracterizandose por una
division desregulada de las células afectadas, modificando sus caracteristicas
morfologicas, y, en consecuencia, sus propiedades funcionales, debido a las
mutaciones que van surgiendo durante la transformacién maligna. La incidencia del
cancer en la poblacion a nivel mundial sigue aumentando afio con afo,
convirtiéendose en uno de los principales problemas de salud publica, relacionado
con las enfermedades no transmisibles. La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), reporté en el afio 2020, mas de 19 millones de nuevos casos de cancery la
muerte de casi 10 millones de personas por causa de esta enfermedad (Globocan,
2020).

Al dia de hoy, no se conocen con certeza las causas especificas que originan el
cancer, pero si se conocen los factores de riesgo asociados con su aparicion, entre
los que podemos mencionar esta el estilo de vida, la obesidad, el tabaquismo,
consumo excesivo de alcohol, exposicién a radiaciones ionizantes, entre otros
(Figura 1). El aumento en la esperanza de vida de las personas ha ocasionado que
se incremente la incidencia de esta enfermedad, considerandose que 1 de cada 4
personas tiene riesgo de padecer cancer en algin momento de su vida. La
modificacion del estilo de vida pudiera llegar a prevenir o reducir la incidencia de

cancer (Roy et al., 2016).

El impacto que tiene el cancer en el aspecto socioeconomico de todos los paises,
lo convierte en uno de los principales temas de investigacion, relacionados con su
origen, desarrollo y progresién, lo cual permitira establecer estrategias de

prevencion, cuidado y tratamiento eficientes (Instituto Nacional de Cancer., 2021).



Canceres prevenibles

Mas del 40% de casos que hay de cancer son prevenibles, segin reporté la
Academia Americana de Cancer. Aqui hay una lista de las causas que las
personas pueden modificar y sus porcentajes como detonantes en casos de

cancer. | CAUSAS
Fumar I 10.0%
| Obesidad I 78%
'Alcohol B 55
Radiacion UV B 27

'Sedentarismo I 2.9%
Dieta pobre B rox

42%
Canceres
prevenibles

Figura 1. Factores de riesgo de cancer (Modificada de The American Cancer Society, 2017).

Entre los diversos tipos de tumores, el glioblastoma ha llamado poderosamente la
atencion, no por su incidencia, que es menor al 1% de todos los tipos de cancer,
sino por su agresividad y letalidad, los pacientes una vez diagnosticados con este
tipo de tumor, tienen un periodo de sobrevivencia no mayor de los 18 meses. De
ahi, que se haya considerado como objeto de estudio en el presente protocolo

(Instituto Nacional de Cancer., 2021).

Gliomas

Los gliomas son el tipo de tumor mas frecuente que se desarrolla en el sistema
nervioso central, alrededor del 80% de todos los casos diagnosticados, se
caracterizan por ser de los mas agresivos y se presentan en las células gliales. Este
tipo de tumor puede llegar a desarrollarse en personas de cualquier edad, pero
normalmente se presentan en edad adulta, con una mayor incidencia en hombres

gue en mujeres (Jones et al., 2019).



Los gliomas pueden llegar afectar la funcion cerebral, ser extremadamente letales
dependiendo de su ubicacion y velocidad de crecimiento. La OMS ha clasificado a
los gliomas como de alto grado (HGG) y de bajo grado (LGG), a partir de criterios

histologicos y morfologicos (Jones et al., 2019).

Glioma

Figura 2. Imagen representativa de un glioma en tejido cerebral (Tomada de BioRender, 2023).

La identificacion del tipo celular que da origen al tumor ayuda para nombrarlo,
teniendo por ejemplo tumores astrociticos, oligodendrogliales, oligoastrociticos,
ependimarios, neuronales y mixtos neuronal-glial (Chen et al., 2017).

La progresion del glioma se clasifica desde grado | hasta grado IV, tomando en
cuenta como indicadores, la atipia nuclear, proliferacion celular, necrosis y
angiogénesis. Los tumores de grado | son astrocitomas de células gigantes
subependimales, astrocitomas pilociticos, xantoastrocitomas pleomorficos; para el
grado Il, son gliomas infiltrantes como oligodendrogliomas y astrocitomas; grado Il
son oligodendrogliomas anaplasicos; y para el grado 1V, el mas agresivo, tenemos
como representantes, oligoastrocitomas anaplasicos, ependimomas anaplasicos,
astrocitomas anaplasicos, y glioblastomas multiformes (Chen et al., 2017; Jones et
al., 2019).

Los gliomas grado IV tienen un mal pronéstico, son debilitantes ya que los pacientes
llegan a presentar discapacidad fisica, trastorno convulsivo, deterioro cognitivo,
cambio de personalidad, depresion, por lo que requiere una atencion
multidisciplinaria compleja (Sim et al., 2019).



Los tumores intracraneales tienen una tasa de incidencia global estandarizada por
grupo de edad, en el grupo menor de 20 afios, la incidencia es de 3 casos por cada
1000,000 habitantes, mientras que, para el grupo mayor de 65 afos, la incidencia

es de 15 casos por la misma cantidad de habitantes (Groblewska et al., 2020).

Los pacientes sometidos a cirugias para eliminar el tumor, son tratados de manera
post-operatoria con radioterapia y/o quimioterapia, ya que se recomienda maximizar
de manera segura la eliminacion de los tumores para reducir el riesgo de recurrencia
(Xie et al., 2019).

Glioblastoma Multiforme (GMB)

El glioblastoma multiforme (GMB) es un glioma grado IV, actualmente representan
aproximadamente un 15 % de todos los tumores cerebrales primarios. Este tumor
puede presentarse a cualquier edad, sin embargo, se observa una mayor frecuencia
de incidencia en los adultos mayores, y mas particularmente en los hombres (Ohgaki
et al., 2012).

Los glioblastomas pueden clasificarse como primarios o secundarios, dependiendo
de su origen, los primarios se transforman directamente, sin necesidad de
evolucionar a partir de grados menores, mientras que los secundarios, requieren
transitar desde grado | hasta grado llI-1V. El glioblastoma primario es tipicamente
maligno, agresivo, crece con gran rapidez y puede esparcirse a lo largo del cerebro,
dando el aspecto de multiforme (Xie et al., 2019).

Conforme se ha hecho investigacion en el tema de glioblastomas se han presentado
avances importantes para poder entender la fisiopatologia de estos, en 1996, en
cuanto a las mutaciones genéticas que se han presentado para poderlos
diferenciarlos entre glioblastomas primarios y secundarios. A continuacion, se

presenta una tabla con las principales mutaciones en ambos tipos de glioblastomas:



Mutaciones

Glioblastomas Primarios Glioblastomas secundarios
Amplificacion de EGFR Afectacioén principal en TP53
PTEN Perdida de 19q
Pérdida total del cromosoma 10 IDH1

Aumento de expresion de VEFG

Principales mutaciones que se presentan en glioblastomas primarios y secundarios (Ohgaki et al.,
2012).

A) Epidemiologia
En los paises desarrollados, la incidencia anual de glioblastoma suele oscilar entre
3 y 4 casos por cada 100,000 personas, siendo el mas frecuente el tipo primario
(Ohgaki et al., 2012).

La edad media para desarrollar glioblastoma, varia dependiendo si es primario o
secundario, ya que la mayoria de pacientes diagnosticados clinicamente con
glioblastoma primario fue de 62 afos, a diferencia de los que desarrollaron el tipo
secundario, cuya media fue de 45 afios. En cuanto al sexo, predominantemente
afecta a los hombres, teniendo una relacién que va de 1.28 a 1.32 (Ohgaki et al.,
2012).

Igualmente, la tasa de supervivencia varia entre el glioblastoma primario y
secundario, en el primer tipo, es de 6.3 meses, y para el tipo secundario es de 16.8

meses, todo esto a partir del diagnostico (Ohgaki et al., 2012).

B) Factores de riesgo
Hasta el momento no se han identificado las causas directas que inducen la
formacion de un glioblastoma, por lo que solamente se mencionan los principales
factores de riesgo asociados al desarrollo del glioblastoma (American Society of
Clinical Oncology., 2021):

e Exposicion continua a pesticidas, cloruro de vinilo, disolventes, productos

derivados del petréleo, caucho sintético.



Antecedentes familiares: Un pequefio porcentaje de los tumores
cerebrales pueden derivarse a través de haber padecido ciertas
enfermedades o factores genéticos hereditarios, como lo son el sindrome
de Li-Fraumeni, sindrome de Turcot, esclerosis tuberosa,
neurofibromatosis, y enfermedad de von Hippel-Lindau.

Exposicion a ciertos virus: como seria el caso del virus de Epstein-Barr,
citomegalovirus, etc.

Exposicion continua a radiacion ionizante.

Lesiones en la cabeza y convulsiones.

C) Diagndstico

La OMS establece los siguientes pasos para el diagnostico del glioblastoma (Figura

3):

Examen neurolégico
Resonancia magnética
Toma de biopsia
Estudio histolégico

Deteccion de marcadores moleculares especificos

Diagnostico de Glioma

s M - ST
80 & HQ
] - =

| [ |

s E P P
Paciente con Examen Resonancia Biopsia Analisis
sintomas neurolégico magnética Molecular

Figura 3. Pasos para el diagndstico del glioblastoma (Modificada del Hospital Ruber Internacional,

2023).
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Los sintomas clinicos que llegan a presentar los pacientes con glioblastoma son:
nauseas, vomitos, dolores de cabeza severos que, por lo general, son peores en la
mafiana, Ademas, los pacientes también pueden presentar sintomas neuroldgicos,
tales como: debilidad o cambios sensoriales en rostro, brazos o piernas; cambios
repentinos en vision, olfato o audicién sin pérdida de la conciencia, pérdida de
equilibrio, problemas de memoria, cambios de la personalidad, problemas para
dormir, dificultad para hablar, convulsiones, fatiga, aletargamiento, entre otros

(American Society of Clinical Oncology., 2019).

D) Tratamiento
Una vez confirmado el diagnostico, se evallua el tratamiento mas idoneo segun el
crecimiento y desarrollo del glioblastoma, el cual puede ser reseccidn quirlrgica,
radioterapia y/o quimioterapia (temozolomida) (Figura 4) (Sim et al., 2019; Witteler
et al., 2021).

Igualmente, se da un tratamiento sintomético con la finalidad de disminuir los
sintomas de los pacientes como dolor de cabeza, nduseas, mareo, convulsiones,
entre otros. Finalmente, hoy en dia se estan haciendo avances en la terapia dirigida,
la cual consiste en actuar sobre las proteinas que estan implicadas en la
multiplicacion, diseminacion de las células cancerosas (Figura 4) (Witteler et al.,
2021).

ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Sistema neuronal

El glioblastoma es un tipo de tumor que se desarrolla en el sistema neuronal, donde
este sistema se basa en recibir estimulos procedentes del ambiente interno y
externo, para después analizarlos e integrarlos con la finalidad de producir
respuestas adecuadas y coordinadas en varios organos efectores (Galliano et al.,
2014).
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Tratamiento sintomatico

Glioma ge b.ajo e of ‘A Cirugia
! | /i'
[ S 2
» Radioterapia
-
A T !

a8
-;A- a\ " Quimioterapia
A .
@9 N/

Terapia dirigida

Figura 4. Representacion de los diferentes tipos de tratamiento disponibles contra glioblastoma
(Modificada del Hospital Ruber Internacional, 2023).

Las neuronas estdn inmersas en una red de células gliales, que ademas de
ofrecerles soporte estructural, modulan la transmisién nerviosa (Verkhratsky et al.,
2007).

Astrocitos

Los astrocitos fueron descritos por primera vez por Santiago Ramon y Cajal, en
1913, y son de mayor tamafio que las neuronas (Verkhratsky et al., 2007). Estas
células provienen del neuroepitelio, y entre las diversas funciones en que participan,
estd la creacion de contactos sinapticos, su mantenimiento, maduracién, y
eliminacién (Pyka et al., 2011). Los astrocitos son un tipo de célula glial que se
caracteriza por su aspecto estrellado, y que participan en muchas funciones del

sistema nervioso central, por lo que un malfuncionamiento en ellas, favorece el
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desarrollo de alguna patologia, como seria el caso de glioblastoma (Figura 5)
(Ransohoff et al., 2016).

Homeostasis Sistémica

Homeostasis Molecular
+ Homeostasis de iones (K, CI * Quimiosensor (O,, CO, pH,
, Ca®". Na+, glucosa).
» Regulacién de pH. » Regulacién del balance de la
« Transporte y homeostasis de energia y la ingesta de
agua. alimentos.
» Homeostasis de » Equilibrio del suefio.
neurotransmisores ( \ /
glutamato, GABA, adenosina,

monoaminas). /

Homeostasis en Organos

Homeostasis Celular y de Red
« Control sobre la barrera
hematoencefalica.

* Neurogénesis.
» Desarrollo neuronal y sostén * Operacién del sistema
neuronal. \_ linfatico. .
« Definicion de la cito-arquitectura
del sistema nervioso central.
+ Sinaptogénesis, mantenimiento
dg la sﬁnapsis, y eliminacion de la Homeostasis Metabslica
sinapsis.
\ / « Formacion de la unidad neuro- glia
-vascular.
« Regulacion del flujo sanguineo
cerebral.

« Soporte metabdlico.
« Sintesis y almacenamiento de

\ glucégeno. /

Figura 5. Principales funciones de la astroglia (Modificada de Sofroniew, 2014)

En la actualidad, se sigue desconociendo a detalle las causas que inducen el
desarrollo del glioblastoma y su posterior progresién. El estudio se ha centrado mas
en las alteraciones cromosémicas o alélicas (Ohgaki et al., 2012). En cuanto al
crecimiento tumoral, se han evidenciado ciertas mutaciones que promueven el
crecimiento tumoral como lo son las mutaciones en el gen BRAF (Behling et al.,
2019; Chen et al., 2019), p53 (Warfel et al., 2013) y ciclina D1 (Ciznadija et al.,
2011). Recientemente, se ha considerado la participacion de los neurotransmisores

y la expresion de sus receptores especificos, en el desarrollo y progresion de
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diferentes tumores, por lo que resulta interesante investigar, el papel de estas
moléculas de sefnalizacion y de membrana en el glioblastoma (Venkataramani et al.,

2022), particularmente analizaremos la dopamina y su receptor D2.

Ambiente tumoral de glioblastoma
En la actualidad se sabe que para lograr el desarrollo tumoral independientemente
del tipo de cancer que sea, existe un reclutamiento de diversas células que
pertenecen a otros sistemas como lo es el sanguineo y el inmunoldgico asi como
algunos factores secretados por estas como factor de crecimiento transformante 3
(TGFB), IL-6, Notch, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de
crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), en
este caso también interactia el sistema nervioso por lo que a continuacion se
mostraran algunas de estas relaciones y por ultimo como el aspecto de
neurotransmisores se ha destacado en algunos tipos de cancer como es el de

glioblastoma (Broekman et al., 2018).

Invasion tumoral

Los tumores de este tipo son ayudados por diversos componentes que se
encuentran a su alcance como lo son la matriz extracelular, vasos sanguineos,
tractos nerviosos, astrocitos con la finalidad de presentar un mayor nivel de invasion
a nivel cerebral por ejemplo aquellos tumores de glioblastoma que presentan una
mayor asociacion entre sus células por medio de uniones gap y microtibulos
tumorales dentro de cada célula presentando eventos de calcio coactivos, es decir
que existe una conectividad sincronizada en todo el tumor junto con somas
somatocinéticos invasivos por medio de 3 mecanismos: de migracion ramificada,
translocacion y locomocion siendo el de migracion ramificada que se presenta de
manera predominante proponiendo que la rotacion que ocurre con los microtubulos
tumorales podrian provocar un cambio en la direccionalidad de la invasion

(Venkataramani et al., 2022)

Crecimiento tumoral
En cuanto al crecimiento tumoral se han evidenciado ciertas mutaciones que

promueven el crecimiento tumoral como lo son las mutaciones BRAF, las cuales se
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encuentran en el cromosoma 7 (7q34) que da a la codificacién de la principal
proteina en controlar las sefales de crecimiento celular como la via de la MAP
quinasa asi que muchas de estas mutaciones estan implicadas en provocar un
aumento en el crecimiento tumoral, en la actualidad ya se han identificado ciertas
mutaciones de este tipo en gliomas como la mutacibn BRAF V600E comun y la
fusion KIAA1549-BRAF, donde la dltima crea un ambiente tumoral pro cancerigeno
gue se encuentra mediado por NF-kB y el reclutamiento de la microglia (Behling et
al., 2019; Chen et al., 2019).

Hipoxia

Cuando comienza a existir un ambiente hipéxico aumentan las posibilidades que se
desencadenen actividades de vias procarcindgenas tales como la presencia de
células madre que se ha visto presentan una gran adaptacién al ambiente hipoxico

y abundante lactato (Carnero et al., 2015).

El metabolismo que se favorece con un ambiente hipdxico, es el glucolitico
provocando un aumento en los niveles de lactato y de iones H*, entonces mas la
acidosis causan dafio a las mitocondrias debido a la alteracion de la glucolisis
(Corbet et al., 2017).

Perivascular

El aspecto perivascular ha demostrado que contribuye con el aumento de la
angiogénesis y la proteina de sefializacion del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) es esencial para la alta vascularidad del glioma debido a que esta
aumenta debido a una mutacién en el gen PTEN en conjunto con EGFR (Pore et
al., 2003).

Ademas, las células de glioblastoma de manera indirecta pueden aumentar la
angiogénesis por medio de las células micro gliales ya que el CSF1 secretado por
las células de glioblastoma in vitro podria inducir a las células de la microglia a
liberar proteina 1 de union al factor de crecimiento similar a la insulina (IGFBP1),
que puede inducir la angiogénesis (Broekman et al., 2018).

15



Finalmente, las células de glioma ademas del factor VEGF también pueden liberar
enzimas proteoliticas, ribonucleasas (entre ellos activadores de plasminégeno y
angiogenina) y una variedad de quimiocinas, la mayoria de estos factores se liberan
en forma de factores solubles, complejos ribonucleares extravesiculares y vesiculas

extracelulares (Treps et al., 2017).

Células supresoras

derivadas de @ cevasce
mieloides glioma

Células de glioma
mngralana\sg C) Matriz extracelular

Células madre * Células progenitoras
de glioma neuronales

S \Vasos of Chocnas

#, Tumor asociado .. Vesiculas
- a AP

Pericitos « Neuronas

& 4 Células inmunes
® ceiuiasT = Groviantes

” Necrosis «  Astrocitos

I Medula 6sea ‘ Células natural killer

con neutréfilo ”
& Células T-

® requiadoras

Neutréfilos

& Monocitos Células dendriticas

«.. Coldgeno! Matrix
Celular

(HiF1g) Tiosina Hidroxkasa

Ligandos de células
endoteliales vasculares
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Figura 6. Resumen de las interacciones que hay en el ambiente micro tumoral (Modificada de
Barthel, 2021).

Dopamina (DA)

La dopamina (DA) es una amina biogénica que funciona como un neurotransmisor
en el sistema nervioso central, se clasifica como catecolamina ya que se encuentra
formada por un ndcleo catecol (Daubner et al., 2011). En cuanto a sus funciones, a
nivel central, regula la actividad motora, afectiva, emotiva, sentido de supervivencia

y el sistema de placer-recompensa; mientras que, a nivel periférico, modula la
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funcién cardiaca, motilidad gastrointestinal y el tono vascular (Bao et al., 2001; Chen
et al., 2003).

La DA es principalmente sintetizada en el sistema nervioso central y en menor
porcentaje en la médula suprarrenal, para su sintesis se requiere del aminoéacido L-
tirosina y la enzima tirosina hidrolasa, la cual convierte la L-tirosina en L-DOPA y
posteriormente en DA (Figura 6), todo esto ocurre en el citosol de las terminales
dopaminérgicas (Bahena et al., 2000).

Tetrahi

CH,CHCOO™ Tirosina hidroxilasa . ~"~_CH,CHCOO™ DOPAdecarboxilasa ="~ CH,CH,NH,
CI I\ N L
HO HO,\\\'/ HO
Aol Dbkuntion OH

co, OH

3,4-Dihidroxifenilalanina Dopamina
(DOPA)

Tirosina

Figura 7. Reacciones metabdlicas para la obtencién de dopamina (Modificada de Harvey et al, 2011).

Posteriormente, la DA es liberada por exocitosis al espacio extracelular con la
finalidad de activar su receptor especifico, y una vez terminada su accién es
recapturada por el transportador de DA localizado en las células gliales para
degradacion (Pérez et al., 2015).

Receptores de Dopamina

Es importante mencionar que para que la DA ejerza su efecto, necesita unirse a su
receptor, conociéndose hasta el momento 5 tipos de receptores (D1 a D5), que se
agrupan en dos familias: D1 y D2, en concordancia con la via de sefializacién
activada. La familia D1, integrada por los receptores D1 y D5, estan asociados a
una proteina Gas; mientras que la familia D2, constituida por los receptores D2, D3

y D4, estan acoplados a proteinas Gai y Ga0 (Avila et al., 2017).
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Los receptores dopaminérgicos poseen 7 dominios transmembranales, de 20 a 25
residuos hidrofébicos cada uno. Los 7 dominios intramembranales estan
conectados de forma alterna por asas citoplasmaticas (i1, i2, i3) y extracelulares
(el, e2, e3) y la region amino terminal corresponde a un dominio extracelular
glicosilado. (Bahena-Trujillo et al., 2000). El tercer dominio citoplasmatico exhibe
diferencias entre los diferentes tipos de receptores, lo que esta relacionado con el
tipo de proteina al que estan acoplados los receptores, entonces en conjunto el asa
citoplasmatica i3 y la region carboxilo terminal interaccionan con las proteinas G
(Bahena-Trujillo et al., 2000). La region NH2 terminal tiene varias similitudes entre
los subtipos, pero varian los sitios N-glucosilados, tanto los receptores D5 y D1
poseen 2 sitios, el D2 posee 4 sitios glucosilados, D3 tiene 3 sitios y D4 solo tiene
un sitio (Missale et al., 1998).

Espacio
extracelular &) NHp

Figura 8. Estructura de los receptores de dopamina (Modificada de Missale, 1998).

Receptor tipo D2
El receptor tipo D2 presenta dos isoformas generadas por procesamiento alternativo
del ARNm, la isoforma corta (D2S) y la isoforma larga (D2L) (Pérez-Neri et al.,
2015). La idea de que los ligandos del receptor de DA podrian afectar la biologia de

las células neoplasicas independientemente de sus acciones sobre la
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neurotransmision es interesante y ofrece un mecanismo novedoso y la capacidad
de utilizar la biblioteca de ligandos y farmacos dopaminérgicos que han resultado

de la investigacion de farmacos neurologicos (Olivetti et al., 2020).

Hasta el momento, se ha documentado la expresion del receptor D2 y su
sobreexpresion en diferentes tipos de cancer como en la leucemia mieloide aguda,
cancer de mama, glioma, neuroblastoma, cancer de ovario, entre otros
(Weissenrieder et al., 2019). Cabe destacar que también se ha analizado si la
activacion de la sefializacion de DRD2 en células de glioblastoma multiforme
promueve la proliferacién y supervivencia celular por lo que se han tratado con
agonistas del receptor como quinpirole y 7-OH-DPAT (Jeon et al., 2023). En un
estudio reciente, se demostro que la expresion del receptor de dopamina D2 (DRD2)
se correlaciona negativamente con la supervivencia en pacientes con cancer
gastrico y, por tanto, los antagonistas de DRD2 se consideraban una posible opcion
eficaz en el tratamiento del cancer gastrico (Hsieh et al., 2019). El tratamiento con
antagonistas dopaminérgicos, como es el uso del haloperidol, afecta varios
procesos vitales en las células tumorales (Figura 9).
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Figura 9. Efectos de antagonistas de DRD2 en células cancerosas (Modificada de Jeon, 2023).
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Haloperidol

El haloperidol se desarrollé en la década de 1950 funcionando principalmente como
farmaco antisicotico de primera generacion o “tipicos”, su principal diana es el
receptor D2 como antagonista de este (Ki = 2 nM). Entre sus caracteristicas
quimicas se puede mencionar que es una butirofenona, tiene un grupo hidroxilo
actuando como aceptor y donante de enlaces de hidrégeno. Su peso molecular es
de 375,14 y un cLogP de 3,49, por lo que posee una alta actividad biologica en

humanos (Papadopoulos et al., 2020; Tyler et al., 2017).

Este farmaco se sintetizo por primera vez en febrero de 1958, igualmente en ese
afo se realizaron sus respectivos ensayos clinicos en la Universidad de Lieja con la
finalidad de utilizarse como tratamiento para trastornos psiquiatricos, como la
mania, esquizofrenia y psicosis paranoide. Cabe destacar que es altamente
permeable al Sistema Nervioso Central contando con una biodisponibilidad
moderada (F = 0,6) y su union a proteinas es de 92% aproximadamente asi que se

mostraron resultados favorables contra estos trastornos (Tyler et al., 2017).
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Figura 10. Estructura quimica del Haloperidol (Tomada de BioRender).

En cuanto a su metabolismo se procesa en el higado de manera extensa y sélo el
1% de la dosis administrada es detectable en orina. Entre los componentes que
juegan un papel son las oxidasas microsOmicas hepaticas y procesos de

conjugacion como la N-desalquilacion, la cual es la principal via del metabolismo
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del haloperidol, a partir de estos procesos originan un metabolito hidroxilado activo

y una serie de metabolitos inactivos (Tyler et al., 2017; Guirao et al., 2016).

Algunos de sus metabolitos son piridinio y tetrahidropiridina, los cuales se ha
observado pueden inhibir la recaptacion presinaptica tanto de serotonina como de

dopamina en preparaciones de sinaptosomas de raton (Tyler et al., 2017).

Hoy en dia se hacen andlisis respecto al papel del haloperidol contra el cancer,
respecto a los hallazgos que se han encontrado se puede mencionar que el uso de
antipsicoticos conlleva a un menor riesgo de contraer cancer de recto, colon,
prostata identificada en una cohorte poblacional. Ademas, se ha comprobado que
disminuyen el riesgo de desarrollar cancer gastrico aislando ciertas variantes como
enfermedades médicas, medicacion, urbanizacion, ingresos, etc (Dalton et al., 2006;
Hsieh et al., 2019).

También en conjunto con la temozolomida, los antagonistas del receptor de
dopamina D2 funcionan sinérgicamente inhibiendo la proliferacién de células de
GBM U251 y T98, donde el valor IC50 de viabilidad reducida para haloperidol fue
de 35 UM en células T98 y 38 uM en células U251 (Papadopoulos et al., 2020).
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JUSTIFICACION

Con el paso del tiempo se ha podido apreciar como ha ido incrementando la
incidencia de los casos en diferentes tipos de cancer, solo en 2020 hubo 19,292,789
de casos nuevos en todo el mundo y en cuanto al indice de mortalidad fueron casi
10 millones. Ademas, que en un futuro estos casos seguirdn en aumento por lo que
es de vital importancia profundizar en los mecanismos que se desencadenan con el
cancer y poderlos limitar o erradicar (GLOBOCAN., 2020).

Cabe destacar que cada tipo de cancer tiene sus diferencias respecto a los otros,
en el caso de Glioblastoma grado IV, es preocupante su tasa media de
supervivencia, la cual se encuentra entre los 6.3 y 16.8 meses a partir de su
diagndstico. La informacion que se conoce respecto a los factores que favorecen la
progresion tumoral es todavia insuficiente para lograr disefiar y proponer un mejor
tratamiento. Particularmente, se ha descrito que la expresion del receptor a
dopamina D2 se correlaciona negativamente con la tasa de supervivencia de los
pacientes con cancer (Ohgaki et al., 2012; Hsieh et al., 2019), por lo que se decidié
iniciar el estudio de la participacion del receptor D2 en la progresion del glioblastoma
grado IV, para lo cual se utilizard como modelo experimental, la linea celular U87,
con el fin de identificar blancos farmacologicos para su tratamiento efectivo e
incrementar la esperanza de vida de los pacientes que padezcan glioblastoma grado
V.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El glioblastoma multiforme humano es uno de los principales tumores que se
presentan en el Sistema Nervioso Central, aunque su tasa de incidencia es baja,
comparada a otros tipos de cancer de origen epitelial (pulmon, préstata, glandula
mamaria, colon-rectal), es un tumor muy agresivo, siendo su tasa de supervivencia
menor a los 18 meses, una vez que ha sido diagnosticado. Las estrategias
terapéuticas usadas para su tratamiento, como es la reseccion quirlrgica,
quimioterapia (temozolomida) y radioterapia, son poco eficientes, de ahi la
necesidad de buscar nuevos blancos farmacoldgicos para un tratamiento mas
eficaz. En este sentido, se han identificado la expresion de receptores a
neurotransmisores en lineas celulares de glioblastoma multiforme humano, tales
como a serotonina, glutamato, histamina y dopamina, sin conocerse a detalle la
relevancia funcional de éstos sobre el potencial metastasico de las células
tumorales. Para fines de este proyecto, se ha considerado iniciar el estudio del papel
gue pudiera estar jugando el receptor a dopamina, particularmente el tipo D2, sobre
la capacidad migratoria y proliferativa en la linea celular U87. Para resolver este
problema planteamos utilizar haloperidol, que es un antagonista especifico para los

receptores D2.
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HIPOTESIS

El farmaco haloperidol, disminuira la capacidad proliferativa y migratoria en las

células de U87 especificamente por medio del receptor D2 de dopamina.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del haloperidol sobre la capacidad proliferativa y migratoria en las
células de U87 a través del receptor D2 de dopamina por medio de la inhibicion de

este.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar el efecto del haloperidol ejercido a través del receptor D2 sobre
la capacidad proliferativa de las células U87.

2. Analizar el efecto del haloperidol ejercido a través del receptor D2 sobre la
capacidad migratoria de las células U87.

3. Determinar la expresién del ARNm que codifica para el receptor D2 en las
células U87, tumorales de glioblastoma grado IV.

4. Investigar si el efecto del haloperidol sobre la capacidad migratoria y
proliferativa inducido por el receptor D2 en las células U87 es dependiente
de la concentracion del farmaco.

5. Iniciar el estudio de la via de sefalizacion involucrada en el efecto que ejerce
el haloperidol por medio del receptor D2 sobre la capacidad proliferativa y

migratoria de las células U87.
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MATERIAL Y METODOS

Cultivo celular

Las células U87 MG fueron sembradas en matraces de cultivo de poliestireno de 25
cm? de superficie, con medio de cultivo Advanced DMEM (Gibco, EUA)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), 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). Se mantuvieron dentro de una
incubadora a 37°C con una atmosfera humeda del 5% de CO2 y 95% de aire. El
medio de cultivo se renové cada 48 horas y cada 3 dias las células fueron
tripsinizadas. La tripsinizacion consistié en los siguientes pasos: retirar el medio de
cultivo y lavar 2 veces con 5 mL de PBS estéril a una concentracion de 1X, adicionar
2 mL de tripsina y dejar reposar por 3 min. Se resuspendio el contenido celular con
4 mL de medio de cultivo, de la suspension celular obtenida se transfirié a un tubo
conico y se centrifugd a 1500 rpm por 5 min. Se eliminé el sobrenadante y la pastilla
celular que se quedd en el tubo y se resuspendié con medio de cultivo fresco, a
partir del cual, se tomaron alicuotas para regenerar el cultivo madre y sembrar las
células que se utilizaron para experimentos posteriores. Esto en condiciones de

esterilidad en una campana de flujo laminar.

Ensayo de migracion

Se comenzo retirando el medio del cultivo de las 4 placas petri, después se dio 2
lavados con PBS 1X de 2mL, posterior a esto se agreg6 0.5mL de tripsina y se dejo
reposar por 3 minutos. Luego se adicion6 750uL de medio de cultivo Advanced
DMEM (Gibco, EUA), se paso el contenido de cada caja petri a tubos de 2mL,
después la suspension celular se centrifugé a 3000rpm durante 5 minutos, se retird
el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en 1mL de medio de cultivo, luego se

tomé una alicuota de 10uL de la suspension de cada condicién mas 40uL de azul
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de tripano con esto se pudo realizar el conteo célular con ayuda del microscopio
invertido. A partir de esto se realizaron los célculos necesarios para sembrar las
células en los insertos de la camara transwell, en estos mismos insertos se
colocaron en la parte inferior 750uL de medio completo y en la parte superior se
coloco 350uL compuestos por medio libre de suero fetal junto con el calculo
obtenido de la suspension celular, posterior a esto se metié a la incubadora la

camara transwell y transcurrieron 18 horas para la posterior tincion de los insertos.

Pasadas esas horas, se continu6 con la camara transwell para proceder a la tincion
de esta que consistio en los siguientes pasos, primero se limpié la parte superior del
inserto con un cotonete, luego se preparé metanol/acetona en tubo de 50mL (5mL
se agrego acetona y 5mL de metanol con una relacién 1:1). A partir del mix creado
con metanol/acetona se agregd 1mL por pozo y se dejé actuar por 20 minutos.
Pasados los 20 minutos se removio el excedente de metanol/acetona con una
pipeta, se transfirid a los pozos que contengan 1mL de cristal violeta y se dejo actuar
por 8 minutos a temperatura ambiente. Después se agregd 1mL de agua
desionizada a pozos limpios para hacer lavados. Se colocaron los insertos tefidos
con cristal violeta a los que tienen el agua desionizada, a continuacion, se dejo

reposar por 2 minutos y después se movio lateralmente para lavarlos.

Ensayo de expresidn génica

a) Extraccién de Acido Ribonucleico Total

Las células se sembraron en 4 placas petri, una vez que alcanzaron la confluencia
esperada, se recambié el medio de cultivo, se dio inicio al tratamiento
correspondiente, con recambio de medio cada 24 horas. Una vez que transcurrio el
tiempo respectivo al tratamiento se procedio a realizar la extraccién del RNA total
por medio de un kit comercial FavorPrep TM, Tissue Total RNA Mini (Favorgene,
Biotech Corp., China), siguiendo las instrucciones del fabricante: se retird el medio
de cultivo de las placas, se realizaron 2 lavados con PBS 1X, se preparo6 el buffer
de lisis suplementado con 1% de B- mercapto-etanol y se agregaron 350 puL de

buffer de lisis por placa, con ayuda de una micropipeta se resuspendio varias veces

26



y se transfirio el contenido homogéneo celular a la columna que tenia el filtro blanco,
se centrifug6 a 12000 rpm por 2 min, se retird la columna blanca y el remanente que
quedo en el tubo colector, se transfirid a un tubo eppendorf de 2 ml, se agregaron
350 pL de etanol al 70% en cada tubo. Se colocé en otra columna los filtros rojos y
se les afadio lo del tubo eppendorf, se centrifug6é a 12000 rpm por 2 min y se retird
el sobrenadante, se realiz6 1 lavado con buffer de lavado uno y 2 lavados con buffer
de lavado dos. Tras cada lavado, las muestras se centrifugaron a 12000 rpm durante
2 min. Por dltimo, la columna fue transferida a un tubo de 1.5 mL estéril y se
agregaron 30 pL de agua libre de RNasas. Se dejo reposar la muestra por 3 minutos
a temperatura ambiente y finalmente se centrifugé a 12000 rpm por 3 minutos para
obtener el RNA total. Posterior a la extraccion, se cuantifico la concentracion y la
cantidad de ARN extraido mediante espectrofotometria. Para ello se emple6 una
dilucién con 4 pL de la muestra de ARN y 196 pL de agua inyectable, para obtener
un volumen final de 200 pL y un blanco de 200uL de agua inyectable; la
concentracion fue evaluada a una longitud de onda de 260nm y la integridad del
ARN se evalu6 como el cociente obtenido entre las longitudes de onda 260nm y
280nm (A260/A280). El valor del cociente obtenido se ubicé en un rango de 1.8-2.0
para que fuera considerado como una muestra de ARN de buena calidad y poder

ser empleado en los ensayos de RT-PCR.

b) Sintesis de Acido Desoxirribonucleico complementario (RT)

Para la sintesis de la primera cadena de Acido Desoxirribonucleico complementario
al ARN extraido (ADNCc), se empled el kit comercial High Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystem, EUA), siguiendo las indicaciones del fabricante.
Se hizo un “master mix” (mezcla de componentes) como se muestra en la tabla de

abajo del cual se afadieron 6 puL de forma comun a todas las muestras.

Reactivo
Buffer RT (thermoscientific)
dNTPs (Applied Biosistem)

Ramdoms (Applied Biosistem)

Mull, retrotrascriptasa
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Para cada tubo de reaccion se emple6 un volumen final de 20 pL, por lo que el

volumen restante (14 pL) fue complementado con la muestra de ARN mas agua.

Se realizaron los célculos para conocer el volumen final de la muestra de ARN que
fue requerido por cada tubo de reaccion mediante una “regla de tres” de forma que

cada uno de ellos contuvo 4 pg de ARN por cada microlitro.

XHg — 1000 pl
X 4 Y
—/ Mg ¢

Volumen de muestra requerido

Se empled un termociclador Mastercycler S50 (Eppendorf), el cual realizo el
siguiente protocolo: 10 minutos a 25°C, 2 horas a 37°C, 5 minutos a 85°C y
finalmente la temperatura de los tubos se llevo a 4°C, y fueron almacenados en

congelacion hasta su empleo.

c) Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

A partir del ADN complementario obtenido en la retro-transcripcion se realizé la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con el Kit comercial DreamTaq PCR
Master Mix (Thermo Scientific, EUA), siguiendo las indicaciones del proveedor, con
un volumen total de reaccion minimo de 20 pL. Los reactivos que se ocuparon en la

reaccion se muestran en la siguiente tabla.

Reactivo ‘ Volumen

Green Dream Taq

Primer Forward

Primer Reverse

Agua

DNA complementario
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En la siguiente tabla se muestran los oligonucleotidos utilizados:

Oligonucledtidos | Direccion Secuencia Tamafio del | Temperatura
amplificado media
pb
DRD2A Foward CACTCCTCTTCGGACTCAATAAC 289pb 63.2°C
Reverse = CACTGGGAAACTCCCATTAGAC 63.9°C
DRD2B Foward CTGGGAGACCCATGTAAATACC 431pb 63.5°C
Reverse GAGGAAAGGCCAGAAGGAATAG 64.3°C
CSF-1L Foward CATCCACTTCTCACCCTTCTTT 688pb 63.6°C
Reverse CCAATGTCCTCTTGACTTCTC 63.4°C
CSF-1R Foward GTTCATTCAGAGCCAGGACTATC 573pb 63.2°C
Reverse GTGTCCTTGGTGGTAGCATTAG 62.7°C
E-cadherina Foward TGGAGGAATTCTTGCTTTGC 488pb 64.5°C
Reverse CGTACATGTCAGCCAGCTTC 63.9°C
a-SMA Foward CTCAGCAGTAGTAACGAAGGAATAG 421pb 62.3°C
Reverse ~ GACCCTGAAGTACCCGATAGA 61.6°C
B-actina Foward CAAGAGATGGCCACGGCTGCT 275pb 73.1°C

Reverse  TCCTTCTGCATCCTGTCGGCA 72.7°C
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Se empled un termociclador Mastercycler S50 (Eppendorf) para realizar el siguiente
protocolo: 5 minutos a 94 °C, 30 segundos a 94°C, 30 segundos en la temperatura
media del oligonucledtido a utilizar, 1 minuto a 72°C, 10 minutos a 72°C y finalmente
la temperatura de los tubos se llevd a 4°C, para ser almacenados en congelacion
hasta su empleo.

d) Separacion electroforética a partir de los productos de PCR

A partir de los productos de PCR se procedi6 a la separacion electroforética,
utilizando geles de agarosa al 1.2% 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 solucion fue calentada por 1:30 minutos, se afiadid 4 pL de
bromuro de etidio, asegurandose de disolverlo adecuadamente. Después todo el
contenido se vertid6 en la camara de electroforesis y se colocaron los peines

correctamente dejando gelificar por 30 minutos a temperatura ambiente.

El gel se carg6 con 9 yL de cada muestra en cada pozo y como marcador de peso
molecular se empled el patron de ADN comercial Gene Ruler 100 pb DNA Laddery

junto con el con buffer 6X DNA Loading Dye (ambos de Thermo Scientific, EUA).

La separacion electroforética se llevé a cabo en buffer TAE 1X a 65 Voltios durante
80 minutos; finalmente, se obtuvieron tres micrografias de cada uno de los geles en

el fotodocumentador de geles AXYGEN, empleando el programa.

e) Densitometria
Se realizé el andlisis densitométrico de las bandas presentes en las imagenes
obtenidas utilizando el software ImageJ que es proporcionado gratuitamente por el
instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos de América (De sus siglas en
inglés, NIH).
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Analisis de datos

Finalmente se realizd el andlisis e interpretaciébn de los resultados obtenidos
mediante la utilizacion del programa SigmaPlot 11.0 (Jandel Corporation, EUA) se
utilizé la prueba t de Student para evaluar la diferencia entre grupos, y asi considerar
la diferencia estadisticamente significativa, donde p debe ser menor a 0.05 (p <
0.05).
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RESULTADOS

1. Las células U87-MG expresan el ARNm que codifica para DRD2.

El haloperidol, ademas de su amplio uso en diferentes trastornos psiquiatricos, se
ha comenzado a emplear in vitro, como un farmaco con efectos antitumorales,
desconociéndose hasta el momento, el mecanismo molecular involucrado. Este
compuesto, es un antagonista especifico de los receptores a dopamina tipo D2
(DRD2), por lo que se ha sugerido, la probable participacion de estos receptores en
el efecto antitumoral que ejerce el haloperidol. En este contexto, se decidio
investigar de manera inicial, si las células U87-MG tienen la capacidad de expresar
el ARNm que codifica para este receptor. Debido a que no hay evidencias
concluyentes acerca de la presencia de este receptor en las células U-87 MG, se
disefiaron dos juegos de oligonucle6tidos, DRD2a y DRD2b, a partir de la secuencia
completa del ARNm para DRD2. Al realizar el ensayo de expresion génica, se puede
observar en la fotografia del gel de la Figura 11B, que los dos oligonucle6tidos
reconocen el ARNm para DRD2, pero el oligonucle6tido DRD2b, lo hace con mayor
eficiencia, ya que la banda es mas intensa. Al realizar el andlisis densitométrico, se
puede ver en el grafico de la Figura 11A, que el oligonucleétido DRD2b es casi 3
veces mas intenso, que el oligonucleétido DRD2a. Con estos resultados queda
claro, que nuestro modelo experimental, las células U87-MG tienen la capacidad de

expresar el ARNm que codifica para DRD2.
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Figura 11. Las células U87-MG expresan el receptor DRD2 en condiciones de cultivo estandar.
Las células U87-MG fueron mantenidas en condiciones de cultivo estdndar. A) Los valores
graficados se expresan normalizados respecto al valor determinado del oligonucleétido DRD2a, se
grafica el valor promedio con su error estdndar, de tres experimentos independientes. B) En el
momento que las células alcanzaron una confluencia del 100% se realiz6 la extraccion de ARN, total
seguido de un RT-PCR y finalmente una electroforesis, mostrandose la imagen obtenida.

2. La presencia de haloperidol no modifica la capacidad proliferativa de
las células U87-MG.

El potencial metastasico de las células tumorales incluye diferentes propiedades
funcionales exacerbadas, tales como, su capacidad replicativa, migratoria, invasiva
y de quimio-resistencia. Con el fin de evaluar si la presencia de haloperidol, influye
sobre el potencial metastasico de las células U-87 MG, decimos investigar de
manera preliminar, si es capaz de afectar su capacidad proliferativa y su capacidad
migratoria. Existen evidencias contradictorias en el sentido de que el haloperidol
influye o no influye, sobre la capacidad proliferativa de algunos tipos de células
tumorales. Por lo que se decidio, investigar si la presencia de haloperidol influye
sobre la capacidad proliferativa de las células U87-MG, empleando una
concentracion de haloperidol cinco veces mayor a la concentracion de su IC50. Para
resolver esta pregunta, realizamos un conteo celular en cAmara de Neubauer con
el colorante vital azul de tripano, tanto para células control como células tratadas

con 1.5 mM de haloperidol por 48 horas. Los resultados obtenidos se presentan en
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la gréfica de la Figura 12, mostrandose claramente, que la presencia de haloperidol

no modifica la capacidad proliferativa de las células U87-MG.
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Figura 12. El haloperidol no modifica la capacidad proliferativa de las células U87-MG. Las
células U87-MG fueron tratadas por 48 horas con 1.5 mM de haloperidol. Los valores graficados de
la proliferacion celular, son el promedio de tres experimentos independientes, normalizados respecto
al valor del promedio control.

3. El haloperidol disminuye la capacidad migratoria de las células U87-
MG

Al no haber detectado cambios en la capacidad proliferativa de las células U87-MG
inducidos por la presencia de haloperidol, se decidi6é evaluar, si este compuesto era
capaz de influir sobre la capacidad migratoria de las células U87-MG. Igualmente,
el tratamiento fue por 48 horas con 1.5 mM de haloperidol, al finalizar el tratamiento,
las células fueron cosechadas para realizar el ensayo de migracién en camaras
transwell. La Figura 12 muestra que la presencia de haloperidol tiende a reducir la
capacidad migratoria de las células U87-MG, aunque no hay una diferencia

significativa con respecto al control, la tendencia es clara.
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Figura 13. El haloperidol reduce la capacidad migratoria de las células U87-MG. Las células
U87-MG fueron tratadas por 48 horas con 1.5 mM de haloperidol. A) Los valores graficados de la
proliferacion celular, son el promedio de tres experimentos independientes, normalizados respecto
al valor del promedio control. B) Las iméagenes fueron adquiridas con un microscopio de campo claro
Leica DM1000 utilizando el objetivo 4X y con una camara de la marca Jenolik Jena modelo
ProgRes10 plus y el programa ProgRes CapturePro 2.1.

4. La presencia de haloperidol favorece el fenotipo epitelial de las células
u87-MG.

Aungue no hubo un efecto significativo del haloperidol sobre la capacidad migratoria
de las células U87-MG, se logré6 observar una clara tendencia inhibitoria del
haloperidol, por lo que se decidid seguir investigando en esta propiedad de las
células tumorales. La capacidad migratoria de las células tumorales depende de un
proceso conocido como transicion epitelio-mesénquima. Las células tumorales con
alta capacidad migratoria, expresan predominantemente marcadores moleculares
del fenotipo mesenquimal, tales como N-cadherina, vimentina, a-SMA, entre otros;
mientras que las células tumorales con baja capacidad migratoria, expresan altos

niveles de marcadores moleculares del fenotipo epitelial, como seria el caso de E-
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A)

cadherina. Debido a que la presencia de haloperidol reduce la capacidad migratoria
de las células U87-MG, se propuso investigar si esta reduccion se debe a un
incremento de los marcadores de fenotipo epitelial, E-cadherina, 0 a una reduccion
en los marcadores del fenotipo mesenquimal, a-SMA. Ensayos de expresion génica,
muestran que la presencia de haloperidol incrementa los niveles de expresion del
ARNmM que codifica para E-cadherina, 1.8 veces, con respecto a la condicién control,
mientras que la expresion de a-SMA no resulta afectada (Figura 14). Este resultado
sugiere que el haloperidol favorece el fenotipo epitelial de las células U87-MG,

provocando con ello, una reduccion en su capacidad migratoria.
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Figura 14. La presencia de haloperidol favorece el fenotipo epitelial de las células U87-MG.
Las células U87-MG fueron tratadas por 48 horas con 1.5 mM de haloperidol. A) Los valores
graficados son el promedio de tres experimentos independientes, normalizados respecto al valor
promedio de la condicion control, el cual a su vez fue normalizado con el valor de g-actina,
considerado como control interno. B) Fotografia de los productos de PCR separados
electroforéticamente.
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5. Haloperidol no reduce de manera significativa la expresion del ligando

para el factor estimulante de colonias-1.

Varios trabajos publicados, han mostrado que el efecto anti-tumoral del haloperidol
en varios tipos de cancer, se debe a la participacion del complejo del Factor
Estimulador de Colonias tipo 1 (CSF-1) y su ligando, por lo que se decidio investigar
de manera preliminar, si hay un cambio en el nivel de expresion del ARNm que
codifica para el ligando del CSF-1 en nuestro modelo experimental, cuando es
mantenido en presencia de 1.5 mM de haloperidol por 48 horas. La Figura 15
muestra que los niveles de expresion del ligando de CSF-1 no son alterados de
manera significativa por la presencia de haloperidol, aunque si observamos una

tendencia hacia la baja.
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Figura 15. La expresion del ligando de CSF-1 no resulta afectada por la presencia de
haloperidol. Las células U87-MG fueron tratadas por 48 horas con 1.5 mM de haloperidol. A) Los
valores graficados son el promedio de tres experimentos independientes, normalizados respecto al
valor promedio de la condicion control, el cual a su vez fue normalizado con el valor de factina,
considerado como control interno. B) Fotografia de los productos de PCR separados
electroforéticamente.
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DISCUSION

En la investigacion del cancer uno de los objetivos principales ha sido buscar dianas
terapéuticas, entre ellos se ha mencionado la posible participacion de los receptores
de dopamina, debido a los descubrimientos que se realizaron en los pacientes que
tenian cancer y que consumian al mismo tiempo farmacos antisicoticos, junto con
su tratamiento antineoplasico tendian a mostrar una mejor respuesta clinica en
comparacion con los que no se les administraba farmacos antipsicoticos. Cabe
destacar que entre los 5 subtipos que existen se expresan de manera diferente
dependiendo del tipo de cancer del que estemos hablando, donde el DRD2 es uno
de los subtipos como mayor abundancia en el cerebro, junto con esto muchos de
los glioblastomas tienden a originarse en el campo de proyeccion de las neuronas
dopaminérgicas, en consecuencia DRD2 se encuentra sobre expresado en GBM,
por lo que se ha relacionado con el crecimiento tumoral, entonces una de las
posibles estrategias que se han contemplado es que los antagonistas de DRD2
podrian inhibir eficazmente el crecimiento de células GBM in vitro e in vivo (Rosas-
Cruz A et al.,2021; Chiang JY et al.,2022; Brambilla G et al.,2009).

En informes anteriores se ha determinado si DRD2 se encuentra sobre expresado
en muestras de glioblastoma, y se ha encontrado un aumento de 4 a 17 veces en el
ARNmM de DRD2 en comparacion con tejido cerebral fisiol6gicamente adecuado por
lo que en primera instancia se decidié probar 2 oligos diferentes que codificaban
para este mismo, como se muestra en la figura 11, la expresion es mucho mayor

con DRD2b por lo que se decidio trabajar con este (Li J et al., 2014).

Para analizar el papel del receptor DRD2 en cuanto a los aspectos de migracion y
proliferacion se decidié utilizar un antagonista de DRD2, el cual fue haloperidol que
tiene una constante de inhibicion de 2nM, ademas de esto su principal funcion es
ser utilizado como antipsicotico. Hasta el momento se han observado resultados
consistentes antitumorales con diferentes antagonistas de DRD2 entre ellos
ONC201, el cual ha demostrado cierta inhibicién de la viabilidad celular en lineas

celulares de meduloblastoma; la pimozida, provoca la detencion del ciclo celular G1
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y la apoptosis en células de cancer de pancreas; la tioridazina, induce la autofagia
en células de cancer de ovario; el penfluridol desencadena la muerte celular
autofagica en lineas celulares de carcinoma de células renales (CCR) por medio de
la induccidn de la respuesta de proteina desplegada desencadenada por estrés del
reticulo endoplasmatico (Prabhu VV et al.,2020; Jandaghi P et al.,2016; Yong M et
al.,2017; Tung MC et al.,2022).

El haloperidol se desarroll6 en la década de 1950 funcionando prioritariamente
como farmaco antisicotico de primera generacion o “tipicos”, ya que una de sus
caracteristicas a favor es que puede atravesar la barrera hematoencefalica, donde
muchos farmacos contra tumores cerebrales no se han podido implementar por el
hecho de no poder cruzar la BHE. Ademas, su principal diana es el receptor D2
funcionando como antagonista, donde a lo largo de las investigaciones se ha
estudiado que los farmacos antipsicoticos de primera generacion, incluido el
haloperidol, disminuyen la viabilidad de las células neuronales in vitro, llegando a
iniciar procesos apoptoticos, necroéticos y de estrés oxidativo (Gasso P et al., 2012;
Brambilla G et al., 2009)

Para analizar los efectos antitumorales del haloperidol que puede tener en las
células U-87, especificamente aspectos de proliferacion y migracion, en el resultado
de la figura 12 se observa cémo no hay ningin cambio en las células que fueron

tratados con haloperidol.

Cabe destacar sobre lo reportado hasta el momento que el haloperidol ha logrado
reducir otros aspectos importantes como la viabilidad respecto a sus controles como
en lineas de glioblastoma donde el haloperidol logro disminuir la viabilidad del 50%
al 70%. Ademas, para comprobar que efectivamente el papel que tiene el DRD2 es
afectar la proliferacion, los autores (Li J et al., 2014) realizaron el silenciamiento de
DRD2, lo cual en consecuencia disminuyo el crecimiento de U87-MG entre un 70%-
90%. Mas aun en otros estudios se ha probado con un agonista de DRD2 (Quinpirol)
y efectivamente el efecto que ha tenido en las células es aumentar la proliferacion
celular (concentraciones de 40mM) (Chiang JY et al.,2022; Li J et al., 2014).
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Aunque en los experimentos realizados no se vio ninguna modificacion respecto al
control, se ha observado que las propias células pueden estar produciendo
dopamina por si mismas provocando algun nivel de agonismo lo que podria haber
modificado o alterado el retroceso de la proliferacién con el haloperidol como se
muestra en la figura 11 (Caragher SP et al.,2019).

Igualmente, en otros articulos para comprobar que los efectos que se producian por
los antagonistas que realmente necesitaran de la presencia de DRD2, donde se
silencio la expresion del receptor y posteriormente se agregaron antagonistas y
agonistas, y como resultado no se observd ningun efecto en la formacién de
esferoides de las células por lo que esto sugeria que es esencial la presencia de

DRD2 en procesos proliferativos (Weissenrieder JS et al.,2020).

Otro aspecto que va de la mano es que el haloperidol potenciaria los efectos
antitumorales de la temozolomida, la cual es el tratamiento predilecto para
glioblastoma, ya que se ha visto que el haloperidol en combinacién con TMZ tendria
una inhibicion mas fuerte en cuanto a la proliferacion que si solo se administra TMZ,

igualmente esto se vio reflejado en el dafio del ADN (Chiang JY et al.,2022).

Entonces, hasta el momento, la participaciéon de DRD2 se ha ligado a aspectos
tumorigénicos por la activacion de ciertas vias de sefalizacion como MAPK/ERK, lo
cual podria contribuir a ciertas caracteristicas tumorigénicas de MAPK de
glioblastoma. También en cuanto a aspectos proliferativos se ha mencionado la
activacion de ERK ya que con antagonistas independientes de DRD2 lograron
suprimir la acumulaciéon de p-ERK en células U87-MG, al igual que se puede
disminuir ain mas su expresion cuando se combina haloperidol con TMZ. (Li J et
al.,2014; Chiang JY et al.,2022).

En cuanto a los resultados de migracion se observa una disminucién de esta con la
administracion de haloperidol, esto se puede deber a la via de sefializacién que
sigue el haloperidol ya que al unirse y bloquear los receptores D2, el haloperidol
impide la inhibicién de la adenilato ciclasa mediada por la proteina Gi. Esto lleva a
un aumento de los niveles de AMPc, lo que puede alterar diversas funciones

celulares, incluyendo la migracion (Avila et al., 2017).
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En cuanto a las vias de sefalizacion relacionadas con la migracién celular se
encuentra la via PISBK/AKT y una de sus dianas rio abajo es p-GSK3[3, donde a 10uM
en condiciones sin suero el haloperidol se ha visto en otros estudios que reduce la
expresion de este marcador a un 62% respecto al control y eso podria explicar la
disminucién en la migracion causada por el haloperidol (Kim NR et al.,2008).

La via PI3/AKT comienza comunmente en la membrana plasmética, donde se
activan diversos receptores como tirosina cinasas (RTKs) y los receptores
acoplados a proteinas G (GPCRs) son estimulados por factores de crecimiento,
hormonas u otros ligandos extracelulares. Posteriormente PI3K es una cinasa que
se activa cuando se une a los receptores activados. Una vez activada, la PI3K
fosforila al fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) para formar fosfatidilinositol-3,4,5-
trifosfato (PIP3) (Glaviano A et al., 2023).

PIP3 actla como un segundo mensajero que recluta proteinas con dominios PH
(pleckstrina homdloga) a la membrana plasmética, donde pueden ser activadas.
AKT es una serina/treonina cinasa que se activa mediante su reclutamiento a la
membrana a través de su dominio PH que se une a PIP3. Una vez en la membrana,
AKT es fosforilada y activada por otras cinasas, como PDK1 (fosfoinositida
dependiente de la cinasa 1) y mTORC2 (complejo 2 de la diana de rapamicina en
mamiferos), donde normalmente en procesos cancerigenos hay alteraciones
genéticas en esta via promoviendo desregulaciones en este caso un aumento en la

migracion celular (Glaviano A et al., 2023).

AKT también puede activar mTORC1, que regula la sintesis de proteinas y el
crecimiento celular. Sin embargo, la sefializacion anormal a través de mTOR puede
desestabilizar el citoesqueleto y reducir la capacidad de las células cancerosas para
migrar (Glaviano A et al., 2023).

La sefalizacion a través de los receptores D2 también puede influir en la via
MAPK/ERK. La activacion de ERK (quinasa regulada por sefales extracelulares) es
crucial para la migracion celular y la invasion. El bloqueo de los receptores D2 por
el haloperidol puede reducir la activacion de ERK, disminuyendo asi la migracién
celular (Huang H et al., 2016).
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En cuanto a la expresion genética, la inhibicion de los receptores D2 puede alterar
la transcripcion de genes clave implicados en la migracion celular. Por ejemplo, la
disminucién de la actividad de factores de transcripcion como NF-kB y HIF-1a, que
son conocidos por promover la migracion y la invasion, puede contribuir a la

reduccion de la migracion celular (Tan Y et al., 2021; Rashid M et al., 2021).

Otro de los procesos presente en el cancer que se revisé en este trabajo fue el de
la transicion epitelial-mesenquimal (EMT) con algunos marcadores, en la actualidad
la transicion epitelial-mesenquimal es un proceso que normalmente se presenta en
la diferenciacién de células embrionarias, en la pluripotencia inducida, y finalmente

en el proceso de células cancerosas (Lamouille S et al.,2014).

En general, las células epiteliales de manera gradual van perdiendo sus uniones
intercelulares, asi como su adherencia, ademas de su polaridad apical-basal,
cambios en la forma celular, reorganizacién de la arquitectura del citoesqueleto en
conjunto con alteraciones en las vias intracelulares que finalmente modifica la
expresion de genes por lo regular provocando una inhibicién de los genes que
provocan un fenotipo epitelial y una mayor expresion de aquellos que promueven
un fenotipo mesenquimal teniendo como consecuencia un aumento en la motilidad
de las ahora células individuales, finalmente obteniendo caracteristicas del propio
cancer como lo es la migracioén, y proliferacion (Lamouille S et al.,2014).

Hay que mencionar que el proceso dentro del glioblastoma se clasificaria como
transicion proneural-mesénquima (PMT), donde podria estar relacionado con la
agresividad del tumor glioblastoma, ademas que también podria corresponder a una
mayor probabilidad de obtener un fenotipo de resistencia a la multiterapia debido a
que se encuentra en el glioblastoma un alto grado de heterogeneidad fenotipica
inter e intratumoral (Fedele M et al.,2019).

Cabe destacar que el proceso de transicion epitelial-mesenquimal es reversible
pasando a ser una transicion mesenquimal-epitelial (MET) por lo que a partir de esto
decidimos probar 2 marcadores: 1 de fenotipo epitelial que fue E-cadherina y el otro

de fenotipo mesenquimal a-SMA (Guidalberto M et al.,2023).
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En cuanto a la expresion de E-cadherina respecto al control se noté un aumento en
su expresion, se relaciona esto directamente con los efectos del haloperidol
provocando una regresion en el proceso de transicion epitelial-mesénquima
funcionando como un posible tratamiento ya que en el transcurso del EMT, cuando
ocurre la desestabilizacion de las uniones adherentes, la cadherina epitelial se
escinde en la membrana plasmatica y posteriormente se degrada, en consecuencia
se reduce la adhesion y aumenta la motilidad celular, ademas, hay afectaciones en
ciertas proteinas como la catenina p120, que se acumula en el ndcleo y llega a
participar en la trascripcion. Por otro lado, la disminucién de E-cadherina puede
conllevar a un aumento de N-cadherina facilitando la migracion celular por lo que es
favorable que el haloperidol provoque un aumento en la E-Cadherina (Lamouille S
et al.,2014).

En cuanto al marcador a-SMA, se observo una disminucion en comparaciéon con el
control por lo que ayudaria a promover el fenotipo epitelial aunque su disminucién
no fue significativa, cuando se desarrolla el cancer se ha reportado que puede
aumentar su expresion debido a factores de transcripcion forkhead box (FOX), los
cuales se caracterizan por un dominio forkhead de unién al ADN y se encuentra
regulado por la via de sefalizacion TGFB-SMAD, por lo que el tratamiento de
haloperidol podria estar teniendo efectos positivos en la regulacion de regresion del
proceso de transicion epitelial-mesenquimal (Lamouille S et al.,2014).

Finalmente, como se menciono en los resultados, en cierta medida el efecto que
provoca el haloperidol puede deberse a la participacion del complejo del Factor
Estimulador de Colonias tipo 1 (CSF-1) y su ligando por lo que se decidié analizar
el nivel de expresion del ARNm que codifica para el ligando del CSF-1 como se
muestra en la figura 15, donde se observd una disminucion de este respecto al

control, pero no de manera significativa.

Hasta el momento se ha ligado a CSF-1 con el desarrollo de ciertos tipos de cancer,
incluidos el glioblastoma, donde CSF-1 puede contribuir al crecimiento tumoral, ya
que se ha observado que los glioblastomas pueden secretan CSF-1 lo que

provocaria el reclutamiento y activacion de fagocitos mononucleares como la
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microglia, en consecuencia, esto puede promover la proliferaciéon, invasion y
crecimiento de las células tumorales. Ademas, la activacion de CSF-1 también

aumenta la produccion de citocinas proinflamatorias (Neal ML et al.,2020).

En varios estudios realizados se ha observado que al inhibir ya sea CSF-1R, el
ligando CSF-1 pueden provocar una reduccion significativa en la densidad microglial
en ratones lo cual igual ayudaria a disminuir las caracteristicas antes mencionadas
como invasion, proliferacidén, migracion, etc ya que en la figura 15 se observa como
la expresion de CSF-1 ligando disminuye con el tratamiento de Haloperidol, cabe
destacar que CSF-1 esta ligado a la via de sefalizacion NF-kB por lo que la
disminucién de la expresion de este marcador podria deberse a la inhibicion de NF-
kKB (Neal ML et al.,2020; Chiang JY et al.,2022).

Al igual que en otros articulos en la linea celular U-87 de glioblastoma no se
encontraron sefiales de CSF-1R, en los estudios realizados por los autores,
mencionan que la inhibicion de CSF-1R no tuvo ningun efecto directo en cuanto a
la viabilidad de las células de glioma debido a que no lo han expresado (Quail DF
et al., 2016).

Ademas, CSF-1 se encuentra sobre expresado en procesos inflamatorios como lo
son las enfermedades neurodegenerativas y en el cancer, en ciertos estudios se ha
observado que la expresion genética de CSF-1 aumento significativamente en un
26 % en pacientes con enfermedad de Parkinson en comparacion con el control y
al ser inhibido CSF-1 se logr6 una atenuacion en la neurodegeneracion

dopaminérgica (Neal ML et al.,2020).
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CONCLUSIONES

1. Las células U87-MG expresan el ARNm que codifica para el receptor a
dopamina tipo 2 (DRD2).

2. La presencia de haloperidol no afecta la capacidad proliferativa de las
células U-87MG.

3. La capacidad migratoria de las células U87-MG se ve afectada

negativamente por la presencia de haloperidol.

4. La reduccion en la capacidad migratoria de las células U87-MG inducida
por haloperidol, probablemente se debe a un incremento en los niveles de
expresion del ARNm que codifica para E-cadherina, marcador molecular

del fenotipo epitelial.

5. El haloperidol tiende a disminuir los niveles de expresiéon del ARNm que

codifica para el Factor Estimulante de Colonias tipo 1 (CSF-1).

CONCLUSION GENERAL

La progresion tumoral de glioblastoma humano depende al menos parcialmente, de
la activacion del receptor a dopamina DRD2, ya que, al bloquearlo con haloperidol,
se ve reducida de manera significativa la capacidad migratoria de las células U87.
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