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RESUMEN

El glioblastoma multiforme (GBM) es la forma méas frecuente y maligna de tumor cerebral
primario en los humanos, con pronostico grave debido a que la supervivencia promedio luego
de la terapia convencional (cirugia, radio y quimioterapia) es de tan solo 15 a 18 meses. Las
evidencias cientificas consideran a los mediadores y efectores celulares de la inflamacién
como constituyentes importantes del microambiente tumoral, que pueden estar influyendo
sobre el desarrollo y progresion tumoral. Por ejemplo, niveles elevados de interleucina 1 (IL-
1B) contribuyen a la proliferacion, progresion y evasion de la apoptosis en diferentes tipos de
cancer. Ademas, se ha observado que los pacientes con glioblastoma comienzan a desarrollar
resistencia a la temozolamida después de cierto tiempo de tratamiento. La temozolamida es el
farmaco de primera linea utilizado para el tratamiento de glioblastoma humano. Se ha
propuesto que la quimio-resistencia a este farmaco, se debe al menos en parte, a la sobre-
expresion de proteinas anti-apoptoticas, como BIRC3. El nivel de expresion de dicha proteina
se correlaciona positivamente con la quimio-resistencia que presentan los pacientes de
glioblastoma, asi como a un mal pronéstico de sobrevivencia. Con base a estos antecedentes,
el propoésito general del presente trabajo es definir si el efecto estimulatorio que ejerce IL-
1B sobre la capacidad proliferativa y la capacidad de quimio-resistencia a temozolamida, por
parte de las células U87MG, derivadas de glioblastoma multiforme, se debe a un aumento en
la expresion de la proteina inhibidora de la apoptosis BIRC3. Los resultados obtenidos
muestran de manera clara, que la presencia crénica de IL-1f en el medio de cultivo de las células
U87MG, induce un incremento en la expresion del ARNm que codifica para BIRC3, y que este
efecto es dependiente tanto de la concentracién de la citocina como de la duracion del
tratamiento. También se observd, que IL-1p reduce el efecto citotoxico que ejerce la
temozolamida, apoyando la propuesta de que esta citocina favorece la quimo-resistencia de
las células de glioblastoma. La presencia del mimético de Smac, AZD5582, aumenta de
manera significativa la expresion del ARNm que codifica para BIRC3, y que se ve potenciado,
en presencia de IL-1f, probablemente como una respuesta compensatoria para contrarrestar
el efecto apoptdtico inducido por AZD5582. La presenciade IL-1pB estimula, ademas la

expresion del ARNm que codifica para survivina, IL-6 asi como de la propia IL-1f.
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INTRODUCCION

Actualmente, el cancer es considerado como un desorden de células que se dividen
anormalmente, lo que conduce a la formacién de agregados celulares, tumores, que crecen
dafando tejidos y drganos vecinos, nutriéndose del organismo y alterando su fisiologia.
Ademas, estas celulas pueden migrar e invadir tejidos lejanos, donde encuentran un nicho
apropiado para continuar su crecimiento, proceso conocido como metastasis, siendo la
principal causa de muerte de los individuos afectados (OMS, 2018; Mitrus et al., 2012).
Resulta evidente, que esta enfermedad surge a través de un proceso mutagénico de varios
pasos, durante el cual las alteraciones genéticas impulsan la transformacion progresiva de
células humanas normales en derivados altamente malignos que Se generan como
consecuencia del dafio al genoma (Bertram, 2000) y por el cual, las células cancerosas
adquieren un conjunto comun de propiedades: que incluyen un potencial ilimitado de
proliferacion, autosuficiencia en las sefiales de crecimiento y resistencia a las sefiales
antiproliferativas y apoptéticas, entre otras caracteristicas (Hanahan & Weinberg, 2011).

El cancer, es una de las principales patologias que afectan a la poblacion a nivel mundial. En
el afo 2020, GLOBOCAN reportd 19.2 millones de nuevos casos y 9.9 millones de muertes
ocasionadas por este padecimiento (figura 1), observandose un incremento significativo en los
paises en vias de desarrollo (GLOBOCAN 2020). Las predicciones sugieren que para el afio
2050, la incidencia sera de 29.5 millones (WHO, 2020; IARC, 2020).

En México, por su parte, la magnitud de los efectos del cancer en la salud no es muy diferente
al panorama mundial. En el afio 2020 se diagnosticaron alrededor de 195 499 nuevos casos
y se report6 la muerte ocasionada por este padecimiento de 90 222 personas (WHO, 2020),
posicionandolo como la tercera causa de muerte en nuestro pais representando el 9% de las
defunciones, unicamente por debajo de las enfermedades cardiacas (19.2%) y la diabetes
mellitus (14.8%) (INEGI, 2020).
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Estadistica a nivel mundial de nuevos casos de cancer en 2020, ambos sexos, todas las edades

Mama
2261419 (11.7%)

Pulmén
2206771 (11.4%)

Colorrectal
1931590 (7.3%)

Otros
10 389 647 (53.9%)

Prostata
1414 259 (7.3%)

Estomago
1089 103 (5.6%)

Total: 19 292 789

Figura 1| Estadistica del cAncer en el mundo Los tipos de cancer con mayor incidencia en la poblacion
mundial en ambos sexos y de todas las edades es: cancer de mama (11.7%), cancer de pulmon (11.4%),
cancer colorrectal (10 %), cancer de prostata (7.3%), cancer de estdmago (5.6 %) y otros tipos de cancer
(53.9%). Estimaciones por cada 100 000 habitantes (Tomada y modificada de IARC, 2020).

Cancer de sistema nervioso y cerebro

Dentro de todos los tipos de cancer en México, el cancer de sistema nervioso y cerebro
representa el 1.6%, donde el nimero de nuevos casos se estima que fue de 3 189 personas y
de 2 571 muertes por afio, observandose claramente que es uno de los tipos de cancer mas
agresivos y letales (IARC,2020).

Los gliomas son la forma mas comun de neoplasia del sistema nervioso central (SNC) (Fassil
& Mohammed, 2017) que muestran diferenciacion glial. Consisten en un espectro de tipos
de cancer de grados variados de neoplasia que generan tumores infiltrativos muy difusos que
afectan el tejido cerebral circundante, y que se clasifican de acuerdo con su presunta célula
de origen (Hollan, 2000), encontrando: astrocitomas, oligodendrogliomas, gliomas mixtos
(oligoastrocitomas), ependimomas, tumores de los plexos coroides y variantes menos
comunes. Dentro de todos estos tipos, los astrocitomas comprenden el 75% del total
(CBTRUS, 2006).
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El sistema de estatificacion mas aceptado para los gliomas es el establecido por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) que los clasifica en 4 grados con base a criterios
histopatoldgicos. El grado | se reserva para las variantes histoldgicas especificas,
relativamente benignas que presentan solo hipercelularidad, son de crecimiento lento con
pronostico excelente después de la reseccion quirurgica. Los que poseen solo una caracteristica
de células anormales son los grado Il, en este grupo ademas de presentar hipercelularidad
existen gemistocitos o bien puede tratarse de un glioma mixto, se considera al glioma de grado
I 'y Il como gliomas de bajo grado (Lang et al., 2006), mientras que se les considera de alto
grado a los gliomas 111 o IV (glioblastoma) debido a que son altamente malignos e invasivos
(Kleihues et al., 1999)

De acuerdo con un estudio realizado por el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia
(INNN) de México se informd la distribucion de 12,776 casos de tumores de Sistema Nervioso
Central (TSNC) atendidos en el INNN en un periodo de 50 afios. Reportandose queel 33% de
los TSNC fueron provenientes del tejido neuroepitelial (figura 2), 67% de los cuales
corresponden a tumores astrociticos (TA) (Aguirre-Cruz, et al., 2016) (tabla 1). Para el afio
2020 se realizo un estudio mas detallado sobre estos TA atendidos en este mismo instituto,
pero de 2,287 casos, correspondientes a pacientes con edad entre 15 y 96 afios y diagnostico
histolégico confirmado de TA, encontrando que 1,356 casos se desarrollaron en hombres y
931 en mujeres con una relacion de hombre/mujer de 1.46. También se observé que existe
un mayor nimero de casos en mujeres en el rango de edad de 45-49 afios y de 50-59 afios en
el caso de los hombres (figura 3). Los TA mas frecuentes en todas las edades fueron
glioblastoma multiforme (GBM) los cuales se incrementaron en frecuencia conforme aumento
la edad (Aguirre-Cruz, et al., 2020) (figura 4).
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Frecuencias porcentuales de tumores del sistema nervioso
central en el INNN de México (1965-2014)

Tipos de tumores del tejido neuroepitelial

atendidos en el INNN de México de 1965-2014)

Linfoide Células germinales Tipo de tumor Numero Porcentaje

2% 1% Astrocitoma 1413 66.7

Region selar s g oOligodendroglioma 94 23

2% oy
\\ Oligoastrocitomas 378 9.5
Metastasica \\ Ependimoma 157 43
4% \ :
\ Plexo coroideo 389 6.5
\
Tumores de los e \-\ Otros tumores 179 43
nervios Neuroepitelial \ neuroepiteliales

craneales y 33% \ Neuroglia 49 17
espinales \ Regién pineal in 08

6% \ egion pineal .
Embrionarios 30 32
| Total 3217 100

Figura 2| Frecuencias porcentuales de tumores del Sistema
nervioso central en el INNN de México. Los tipos de tumores
del sistema nervioso central con mayor incidencia son de origen:
neuroepitelial (33%), meningeal (26%), pituitario (20%),
craneal y nervios paraespinales (6%), metastasicos (4%), region
selar (2%), linfoide (2%) y de células germinales (1%). Imagen
tomada y modificada de Aguirre-Cruz et al., 2016

=931

160 140 120 100 a0 &0 40 0 ]
Mimers de casos

(afies)

Tabla 1| Tipos de tumores del tejido neuroepitelial
atendidos en el INNN de México de 1965-2014. Los tipos
de tumores de origen neuroepitelial son: astrocitomas
(66.7%), oligodendrogliomas (2.3%), oligoastrocitomas
(9.5%), Ependimales (4.3%), del plexo coroideo (6.5%),
neuroglial (1.7%), region pineal (0.8%), embrionario
(3.2%) y otros (4.3%) (Tabla tomada y modificada de
Aguirre-Cruz et al., 2016).

&l 80 100 120 140 la0

Mimere de cases

Figura 3|Distribucion por edad y género de los tumores astrociticos en el instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia en México de 1965-2014. Se describe la distribucion de 2 287 casos de los
cuales 1 356 se desarrollaron en hombres y 931 en mujeres. Hubo un mayor nimero de casos en mujeres de
45-49 afios mientras que en hombres fue de 50-54 afios (Imagen tomada de Aguirre-Cruz et al., 2020).
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Figura 4|Frecuencia porcentual de 2,287 tumores astrociticos por edad y su grado de malignidad de
1965-2014. La clasificacion se realizd de acuerdo con los criterios de la Organizacion Mundial de la Salud. Se
observa que el glioblastoma multiforme (GIV) es el tumor astrociticos més frecuente en todas las edades y
que estos se ven incrementados conforme aumenta la edad (Imagen tomada de Aguirre-Cruz et al., 2020).

Glioblastoma

El glioblastoma (GBM) es el tumor cerebral primario mas comun y agresivo de origen
astrocitico glial, compone el 60% de los gliomas malignos, la edad promedio al momento del
diagnostico es de 64 afios, aunque el rango en la edad al momento de su aparicién es algo
amplio. La proporcion de incidencia del GBM es mayor en los hombres en comparacion con
las mujeres (Ohgaki & Kleihues, 2005) asi como en caucésicos a diferencia con otras etnias
(Thakkar et al., 2014).

Se han descrito por lo menos dos formas clinicas y genéticas distintas del GBM. Los GBM
primarios o también llamados de novo representan la mayoria de los casos (>90%) el cual se
presentan en pacientes de edad avanzada después de una breve historia clinica con signos
neurolégicas que aumentan rapidamente y se desarrollan sin ninguna evidencia clinica o
histoldgica de una lesion precursora previa menos maligna (Ohgaki & Kleihues, 2009). Los
glioblastomas secundarios son menos frecuentes (<10%) afectan a pacientes mas jovenes y
surgen mas lentamente a partir de un astrocitoma anaplésico (AA) preexistente (grado Il

segun la OMS) o un astrocitoma difuso de bajo grado (grado 1) (Ohgaki & Kleihues, 2011),
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tienen menor grado de necrosis, se localizan preferentemente en el I6bulo frontal y tienen un

pronostico significativamente mejor (Ohgaki & Kleihues, 2011).

Histologicamente los glioblastomas primarios y secundarios son en gran parte indistinguibles,
pero difieren en sus perfiles genéticos y epigenéticos. Los indicadores genéticos decisivos del
glioblastoma primario son la sobreexpresion del receptor de factor del crecimiento epidérmico
(EGFR), mutacién de PTEN vy la pérdida total del cromosoma 10(Ohgaki et al., 2007; Fujisawa
et al., 2000). Mientras que las alteraciones genéticas mas comunes en los glioblastomas
secundario son mutaciones IDH1/2 que estan ausentes en los glioblastomas primarios y que
estan asociadas con un fenotipo de hipermetilacion asi como mutaciones en TP53 y perdida
del brazo largo del cromosoma 19 (19q) (Ohgaki et al., 2007; Nakamura et al., 2000).

Factores de riesgo para tumores cerebrales

Existen muchos factores de riesgo estudiados y relacionados con la aparicién de tumores
cerebrales, sin embargo, sélo en algunos de ellos se ha podido establecer una relacion real

como lo son la radiacion ionizante, susceptibilidad genética y alergias (Mcneill, 2016).

= Radiacion ionizante

La radiacion ionizante es un factor de riesgo ambiental establecido para el desarrollo de
gliomas. Estudios de seguimiento a poblaciones expuestas a radiacion por motivos médicos
durante la nifiez (tinea capitis, hemangiomas cutaneos, hipertrofia amigdaliana, linfoma,
leucemia u otros tumores cerebrales primarios en nifios) han demostrado estar relacionada con
la aparicion de tumores cerebrales afios posteriores a la radioterapia (Sadetzki et al., 2005).
Los tumores radio-inducidos méas frecuentes son los meningiomas, gliomas y schwannomas
(Neglia et al., 2006). Esta asociacién también se observd en personas expuestas a bombas

atomicas y pruebas de armas nucleares (Bondy et al., 2008)
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= Susceptibilidad genética

Un pequefio subconjunto de menos del 1% de los glioblastomas se asocia con sindromes de
cancer hereditario, incluidos los tipos de neurofibromatosis 1y 2, el sindrome de Turcot y el
sindrome de LiFraumeni, generalmente secundarios al diagndstico de gliomas de grado 11 o 11l
de laOMS (Ohgaki et al., 2011). Rara vez se observan antecedentes familiares de glioma, pero
cuando estan presentes, se asocian con un aumento en el doble de riesgo de desarrollar glioma
(Shete et al., 2009).

= Alergias y relaciones inmunodependientes

Existe evidencia de que las alergias y condiciones autoinmunes estan inversamente
relacionadas con el riesgo de aparicién de gliomas. Pacientes con asma, dermatitis atopica y

rinitis alérgica tienen menos riesgo en la aparicion de glioblastoma (Wiemels et al., 2002).

La razon principal por la que existe una alta tasa de mortalidad de los pacientes con
glioblastoma multiforme es por la alta capacidad invasiva que presentan las células tumorales,
esta condicion se ve favorecida por la presencia de citocinas proinflamatorias presentes en el
microambiente tumoral. Dicha condicidn inflamatoria es originada por la reactividad de las

células astrogliales.

Tipicamente, la respuesta inflamatoria consiste en la activacion del sistema inmune luego de
una lesion en la que el cuerpo intenta reparar el tejido dafiado. Las lesiones pueden ser de tipo
mecéanico, quimico, fisico o bioldgico (presencia de virus o microorganismos). Este proceso
se presenta de forma aguda y cronica (Fundamentals of inflammation, 2010), y es regulada por

el sistema inmunitario innato y el adaptativo.

Las interleucinas proinflamatorias, son proteinas secretadas por las células del sistema inmune
innato y adquirido en respuesta a microorganismos y otros antigenos, estimulan no solamente
el crecimiento y diferenciacion de los linfocitos y monocitos, sino también la supervivencia de

las células tumorales al favorecer la expresion de proteinas antiapoOpticas, y reducir la
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expresion de proteinas apoptdticas. Es indiscutible la participacion del sistema inmune, tanto

innato como adaptativo, en la progresion y desarrollo tumoral.

Glioblastoma y microambiente tumoral

El cerebro se conoce como un 6rgano inmunoldgico privilegiado debido a: 1) la naturaleza
restrictiva de la barrera hematoencefalica (BHE) que impide que las células inmunitarias y los
moduladores inmunitarios derivados del suero accedan a él (Wilson et al., 2010), 2) la ausencia
de drenaje linfatico convencional que restringe el trafico de antigenos a los ganglios linfaticos
(Engelhardt et al., 2016), 3) escases de células presentadoras de antigenos especializadas y 4)
regulacion a la baja de la expresion del Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC, por
sus siglas en ingles) en el parénquima cerebral normal lo que limita la presentacion de

antigenos (Chandramohan et al., 2013).

En ausencia de dafio patologico las Unicas células con funciones inmunes en el parénquima
del SNC son la microglia que se activa cuando detecta patrones moleculares asociados a
patdgenos (PAMP) o patrones moleculares asociados a dafios (DAM) a través de su union a
receptores de reconocimiento de patrones como receptores similares a Toll (TLR), proteinas
del dominio de oligomerizacion de union a nucleétidos (NOD) y receptores de lectina de tipo
C (Colton, 2009). La microglia activada clasicamente regula al alza la expresion del complejo
principal de histocompatibilidad 11 (CMHII), aumentando asi su capacidad de presentacion de
antigenos para activar a las células T, secretar citocinas proinflamatorias que incluyen al Factor
de Necrosis Tumoral o (TNFa), interleucina 6 (IL-6), Interleucina 8 (IL-8) e Interleucina 1§
(IL-1B) y regular al alza la 6xido nitrico sintasa (NOS) para producir Oxido nitrico y destruir

a los patogenos (Vitek et al., 2006).

El glioblastoma crea un microambiente pro-angiogénico e inflamatorio, lo que conduce a una
mayor expresion de moléculas de adhesion en las células endoteliales y reduce las uniones
estrechas lo que genera una BHE altamente permeable. Esto ayuda a los leucocitos a salir del
flujo sanguineo al extravasarse a través de la pared endotelial del cerebro e infiltrarse en la
masa tumoral (Han et al., 2016). Por lo tanto, las células innatas involucradas en la cascada
inflamatoria en los gliomas incluyen a los monocitos infiltrantes, macrofagos, neutrofilos y la

microglia residente (Curiel, 2008).
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Los macrofagos asociados a tumores (TAM) a menudo se consideran facilitadores del
crecimiento tumoral, dentro de las cuales se encuentran las células inmunosupresoras
derivadas de mieloides (MDSC) que son un grupo de células heterogéneas, que incluyen
macrofagos inmaduros, granulocitos, células dendriticas (CD), entre otras células. La
infiltracion de MDSC en tejidos de glioma puede ejercer efectos inmunosupresores a través de
una variedad de vias y mediar el escape inmune del tumor. Las principales manifestaciones
son disminucion de la fagocitosis, aumento de la expresion de moléculas inmunosupresoras
IL-10, TGF-B (Rodrigues et al., 2010) y B7H1 (Chen et al., 2015), inhibicion de la
diferenciacion de células dendriticas, reduccion de la citotoxicidad de las células NK e
induccidn de la apoptosis de las células T. Las MDSC inhiben las células T CD8+ mediante la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Ohl et al., 2018) y la secrecion de
citocinas inmunitarias, asi como la induccion de células T reguladoras (Raychaudhuri et al.,
2011). Para las células T CD4+, se induce la expresion de PD-1, lo que conduce a su

agotamiento (Dubinski et al., 2016).

Las principales citocinas proinflamatorias presentes en el microambiente tumoral y que

participan en la progresion y desarrollo del cancer son: IL-6, IL-8 e IL-1:
a) IL-6

En el microambiente tumoral la IL-6 es producida por células malignas como respuesta a
estimulos externos o factores intrinsecos como mutaciones oncogeénicas, asi como también a
citocinas proinflamatorias maestras IL-1p y TNF-o que activan varias vias de sefializacion que
dan como resultado la estabilizacion del ARNm de IL-6 y el aumento de su biosintesis (Tanabe
et al., 2010). La transduccion de sefiales de IL-6 candnica se inicia mediante su unién a
complejos heterométricos de receptores de membrana plasmatica formados por el receptor de
IL-6 (IL-6R) y la glicoproteina 130 (gp13), es importante destacar que ambas proteinas se
encuentran expresados en tejidos GBM (Krona et al., 2005), alternativamente la via no
canodnica de IL-6 se desencadena por la interaccion de IL-6 con la forma soluble de IL-6Ra y
la posterior unién de este complejo a gp130 unida a la membrana. En ambas vias, tras la
activacion del receptor los miembros de la familia JAK propagan la sefial intracelular lo que
conduce a la activacién del factor de transcripcion STAT3y se ha observado que su activacion
por IL-6 promovid la invasion y migracion en células de glioblastoma U251, T98G y US7TMG
(Liu et al., 2010) y se correlaciono con una mayor expresion y secrecion de MMP-2. Ademas,

la IL-6 derivada de la microglia estimulo fuertemente la invasion de las células GBM (Zhang
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etal., 2012).
b) IL-8

Entre los diferentes tipos de tumores, se ha informado que la IL-8 promueve la invasién
tumoral a través de NF-kB (Kosmopoulos et al., 2018). La unién de IL-8 a CXCR2
desencadeno con mayor eficacia la redistribucién de E- cadherina desde la union de las células
endoteliales. Por lo tanto, la permeabilidad vascular aumenta y los vasos sanguineos son
susceptibles a la invasion y metastasis transmitidas por la sangre (Dwyer et al., 2012).
Finalmente, la IL-8 participa en el reordenamiento del citoesqueleto, y el eje de sefializacion
IL-8-NF-kB promueve la polimerizacion de actina F y media la transicion epitelial-
mesenquimatosa (EMT), promoviendo el crecimiento y la invasion del tumor (Kahlert et al.,
2013).

c) IL-1p

La principal fuente de esta interleucina son los macréfagos, los neutréfilos, las células
epiteliales y las células endoteliales. La produccion de IL-1 suele precisar dos sefiales distintas,
una que activa la transcripcion génicay la produccién de un precursor polipeptidico de 33 kDa
pro IL-1B el cual es inducido principalmente por la activacion de los receptores tipo Toll
(TLR), del receptor del factor de necrosis tumoral (TNFR) y del receptor de la propia IL-1
(IL1-R1) (Doblado et al., 2018; Jarosz et al., 2017) vy una segunda sefial que activa el
inflamosoma NLRP3 para que escinda mediante prote6lisis al precursor para generar la
proteina madura de 17 kDa IL-1B (Abbas, 2015). Al ser liberada ejerce su accion sobre las
células T induciendo en ellas la liberacion del I1L-2 que estimula la maduracién y proliferacion
de las células B, ademas esta involucrada en la respuesta febril y por lo tanto se le conoce

como pirdégeno enddgeno (Abbas, 2015).

IL-1p en cancer

La IL-1p juega un papel particularmente importante en la activacion de las células de glioma
(Basu et al., 2004) asi como el inicio de la cascada neuroinflamatoria (Simi et al., 2007). Es
importante recalcar que las células de glioblastoma humano son sumamente sensibles a la
estimulacion con IL- 1a y estas a su vez son capaces de secretar IL-1f (0.1 pg/ml desencadeno

la produccion de IL-1B) lo que representa una sensibilidad aproximadamente dos 6rdenes de
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magnitud mayorque los astrocitos humanos (Tarassishin et al., 2011) ademé&s de que la
cantidad de secrecion de IL-1f se ha visto relacionada con el grado de malignidad del glioma
(Tarassishin et al., 2014).

Sefializacion de IL-1p

IL-1p activa puede unirse a IL1-R1 o a IL1-R2 estos receptores presentan tres dominios de Ig
extracelulares y estan asociados con la proteina accesoria de IL-1R altamente homologa (IL-
1RACP o IL-1R3). Sin embargo, la transmision de una sefial tras la union de IL-1p a sus

receptores no es un asunto sencillo. De hecho, IL-1R2 no tiene dominio TIR y actda como un
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Figura 5| Diferentes pasos para la produccién y sefializacion de IL-1B. a) Priming o cebado:
corresponde a la transcripcién del gen IL-1pB y es inducido principalmente por la activacion de los receptores
tipo Toll (TLR); b) activacion, secrecion y sefializacion del inflamosoma; c) secrecion de IL-1(3 y d) via de
sefializacion activada por la unién IL-1 a sus receptores (Imagen tomada de Rébé & Ghiringhelli, 2020).

receptor sefiuelo. Ademas, el antagonista IL-1Ra también puede unirse a IL-1R1 sin inducir
una sefal activadora, ocupando el lugar de IL-1p (Doblado et al., 2018).Por lo tanto, solo IL-
1B/IL-1R1/IL-1RACp permitira la transmision de una sefial. Esto planteala cuestion no solo de
la cantidad de IL-1P producida, sino también del nivel de expresion de IL-1R en las células
dianay el nivel de IL-1Ra. Una vez activado, IL-1R/IL1-RACP puede reclutar Myd88 a través

de dominios TIR presentes en el dominio intracelular de IL-1R y en el dominio C-terminal de
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Myd88. Luego, MyD88 se asocia con IRAK 4, IRAK1 y/o IRAK2.para permitir su asociacion
con TRAF6 que sirve como una plataforma para reclutar y activarla cinasa 1 activada por el
factor de crecimiento transformante p (TAK1) quien a su vez activard p38 y a la cinasa N-
terminal c-Jun (JNK), lo que lleva a la activacion del factor de transcripcion AP-1, o el
complejo IKK que cataliza la fosforilacion y la posterior degradacién de IxB, liberando a NF-
kB (es decir, p50/p65) para translocarse del citosol al nucleo y activar genes dependientes de
NF-xB (Loiarro et al., 2010) (figura 5).

Se ha demostrado que NF-«xB se activa constitutivamente en gliomas (Zhao et al., 2011)
asociandose con el mal prondstico de la enfermedad y resistencia a la apoptosis (Angileri et
al., 2008). Ademas de que se ha evidenciado que este factor de transcripcion regula al alza
la expresién de proteinas anti-apoptéticas como lo son: survivina, Bcl-2, Bcl-xL y BIRC3 en
una linea celular de GBM (Zhao et al., 2011). Por otro lado, en un trabajo realizado por
Mendoza et al., en el afio 2017 demostraron que la IL-1p induce la regulacion positiva de
genes implicados en la supervivencia celular, como; CDKNZ1A (un regulador de la progresion
del ciclo celular), TP63 (regulador de la progresion del ciclo celular, la apoptosis y la
reparacion del ADN) y particularmente BIRC3 (un inhibidor de la apoptosis) en un clon (6D)
de células MCF7 (Perez-Yepez et al., 2014), que ademas presentaban una mayor resistencia
a la doxorrubicina cuando las células eran tratadas con IL-1p, sugiriendo una correlacion entre
la quimiorresistencia y la regulacion positiva de la expresion de la proteina inhibidora de la
apoptosis BIRC3 (Mendoza et al., 2017).

Con base a la evidencia disponibles se cree que IL-1f puede funcionar como una molécula
central que conecta e impacta en varias facetas importantes de la progresion del glioma, la

vigilancia inmunoldgica y la evasion de la apoptosis.

Apoptosis

La apoptosis es un tipo de muerte celular programada evolutivamente conservada que puede
originarse a partir de perturbaciones demasiado intensas o prolongadas del microambiente
intracelular o extracelular que son excesivas para generar respuestas adaptativas y restaurar

la homeostasis celular (Galluzzi et al., 2016). Este proceso se encuentra fuertemente regulado
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por cascadas de sefializacién complejas en multiples puntos, si este proceso es inadecuado
debido a la interferencia con esta red reguladora se pueden tener multiples efectos que estan
asociados con muchas neoplasias malignas humanas, enfermedades neurodegenerativas,

trastornos autoinmunes y cancer (Elmore, 2007).

Mecanismo de apoptosis

Las caspasas son fundamentales para que se lleve a cabo la apoptosis, ya que son tanto las
iniciadoras como las ejecutoras de la muerte celular. Hay tres vias por las que se pueden
activar: la via intrinseca (o mitocondrial), la via extrinseca (o de receptor de muerte) y la via
comun (O'Brien & Kirby, 2008) (figura 6).

» Via del receptor de muerte o via extrinseca

La via extrinseca de la apoptosis comienza cuando los ligandos de muerte se unen a un receptor
de muerte correspondiente, aunque se han descrito varios de estos receptores los mas
conocidos son, el receptor del Factor de Necrosis Tumoral 1 (TNF1) y una Proteina relacionada
Ilamada Fas (CD95) y sus ligandos denominados TNF y Ligando Fas (FasL) respectivamente
(Kaufmann et al., 2001). Estos receptores de muerte tienen un dominio de muerte intracelular
que recluta proteinas adaptadoras como el dominio de muerte asociado al receptor de TNF
(TRADD) y el dominio de muerte asociado a Fas (FADD), asi como la caspasa 8 (Schneider
& Tschopp, 2000) La unién del ligando al receptor de muerte da como resultado la formacion
de un sitio de unién para una proteina adaptadora y todo el complejo de proteina del adaptador
ligando-receptor-adaptador se conoce como el complejo de sefializacion inductora de muerte
(DISC) (O'Brien & Kirby, 2008). Luego, DISC inicia el ensamblaje y la activacion de la pro-
caspasa 8 (Karp G, 2008).

* Viaintrinseca o mitocondrial
Como su nombre lo indica, la via intrinseca se inicia dentro de la célula, los estimulos internos,
como el dafio genético irreparable, hipoxia, las concentraciones extremadamente altas de Ca*2
citosélico y el estrés oxidativo severo son algunos factores desencadenantes del inicio de la

via mitocondrial intrinseca (Karp, 2008).
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Esta via esta estrechamente regulada por un grupo de proteinas pertenecientes a la familia Bcl-
2 (Tsujimoto et al., 1984): las proteinas pro-apoptéticas (por ejemplo, Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs,
Bid, Bik, Bim y Hrk) y las proteinas anti-apoptdticas (por ejemplo, Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W,
Bfl-1 y Mcl-1). Mientras que las proteinas anti-apoptéticas regulan la apoptosis al bloquear la
liberacion mitocondrial de citocromo-c y por lo tanto la permeabilidad de la membrana
mitocondrial, las proteinas pro-apoptdticas actian promoviendo dicha liberacion. No es la
cantidad absoluta sino el equilibrio entre las proteinas pro y anti-apoptaticas lo que determina
si se iniciard la apoptosis (Semin Hematol. 1997). Otros factores apoptéticos que se liberan
del espacio intermembrana mitocondrial al citoplasma incluyen el factor inductor de apoptosis
(AIF), el segundo activador derivado de mitocondrias de la caspasa (Smac), la proteina de
uniodn directa a IAP con bajo pl (DIABLO) y la proteina Omi / temperatura alta requerida A
(HtrA2) (Kroemer et al., 2008). La liberacidn citoplasmatica del citocromo c activa la caspasa
3 a través de la formacion de un complejo conocido como apoptosoma que esta formado por

el citocromo ¢, Apaf-1 y la caspasa 9 (Kroemer et al., 2008).

» Viacomun
La caspasa 9 y 8 activas en la via intrinseca y extrinseca respectivamente convergen en la
caspasa 3, esta caspasa escinde el inhibidor de la desoxirribonucleasa activada por caspasa,
que es responsable de la apoptosis nuclear. Ademas, las caspasas posteriores inducen la
escision de las proteinas cinasas, de algunas proteinas del citoesqueleto, proteinas de
reparacion del ADN y las subunidades inhibidoras de la familia de las endonucleasas (Ghobrial
et al., 2005).
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La evasion de la muerte celular es uno de los cambios esenciales que sufren las células durante
la transformacion maligna (Hanahan & Weinberg, 2000). Hay muchas formas en que una
célula maligna puede adquirir una reduccion o resistencia a la apoptosis, generalmente los
mecanismos por los cuales se produce pueden dividirse ampliamente en: 1) Desequilibrio entre
proteinas pro y anti-apoptoéticas, 2) incremento en la expresion de proteinas inhibidoras
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de la apoptosis (IAP), 3) funcion reducida de las caspasas, 4) defectos/ mutaciones en p53 y

5) sefializacion deteriorada de los receptores de muerte (Wong, 2011).
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Figura 7| Mecanismo que contribuyen a la evasion de la apoptosis y la carcinogénesis. En diferentes tipos
de cancer se han observado varios mecanismos que participan en la evasion de la apoptosis dentro de los cuales
estan: desequilibrio de la familia de proteinas Bcl-2, incremento de la expresion de AP, reduccion de la expresion
de caspasas, defectos/mutaciones en p53 y sefializacion deteriorada de los receptores de muerte (Imagen tomada
de Wong, 2011).

Proteinas inhibidoras de la apoptosis

Las proteinas inhibidoras de la apoptosis, conocidas como IAP (por sus siglas en inglés) son
un grupo de proteinas similares estructural y funcionalmente que se creia que operaban
principalmente regulando a las caspasas (Varfolomeev et al., 2007) sin embargo, también

influyen en una multitud de otros procesos celulares, como los procesos de sefializacion
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dependientes de ubiquitina (Ub) que regulan la activacién de factores de transcripcién como
NF«B y de las proteinas cinasa activadas por mitogenos (MAPK). Ademas, se informa que las
IAP modulan los eventos de sefializacion que promueven la activacion de las cinasas de
motilidad celular y la metéstasis (Mehrotra et al., 2010; Dogan et al., 2008). Muchos de estos
procesos celulares se desregulan con frecuencia en el cancer y contribuyen directa o
indirectamente al inicio de la enfermedad, el mantenimiento y/o progresion del tumor
(LaCasse, 2008; Hunter et al., 2007).

Actualmente, se han identificado ocho IAP’s, conocidas como: NAIP (BIRC1), c-I1AP1
(BIRC2), c-1AP2 (BIRC3), IAP ligado al cromosoma X (XIAP, BIRC4), Survivina (BIRC5),
Apollon (BRUCE, BIRCS), Livin / ML-1AP (BIRC7) y proteina similar a IAP 2 (BIRCS)
(Vucic & Fairbrother, 2007).

Dominio BIR

La caracteristica definitoria de una proteina IAP es la presencia del dominio de repeticion IAP
de baculovirus (BIR), un pliegue de union a zinc de aproximadamente 70 residuos de
aminoacidos de gran tamafio que contienen la secuencia caracteristica CX 2, CX 16, HX 6

, C (C=cisteina, H= histidina, X= cualquier amino&cido) que se pliegan como laminas betas de
tres cadenas rodeadas por cuatro hélices alfa, las cuales se empaquetan fuertemente para
formar un nucleo hidrofobo, en el centro del cual se encuentra un atomo de zinc coordinado
por tres cisteinas y una histidina que media las interacciones proteina-proteina (Hinds et al.,
1999 (Birnbaum et al., 1994; Hinds et al., 1999). Los BIR pueden estar presentes en una sola
copia o en un conjunto de dos o tres repeticiones en la porcion N- terminal de la IAP (Eckelman
et al., 2006). Es importante sefialar que los dominios BIR individuales poseen caracteristicas
de unién especifica sobre la base de la presencia de un surco profundo de unién a péptidos,
pueden agruparse en grupos de tipo | y de tipo Il. Los tipo | carecen de un surco de unio a
péptidos o poseen solo una bolsa poco profunda, que en el caso de las c-IAP median la union
al factor 1 asociado al receptor del factor de necrosis tumoral (TRAF1) y TRAF2 mientras que
BIR1 de XIAP media la interaccion con la proteina de unién a la cinasa activada por el factor
de crecimiento transformante 3 (TAB1) (Rothe et al., 1995; Uren et al., 1996). Los BIR de

tipo Il tienen una hendidura hidrofobica distintiva a través de la cual se une a tetrapéptidos
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terminales denominados motivos de union a IAP (IBM) (Lin et al., 2007),presente en el
extremo amino-terminal de la subunidad de caspasa 9. En las caspasas no activas, este motivo
esta oculto, pero queda expuesto después de la activacion mediada por escision de la caspasa
3y lacaspasa 7 (Riedl et al., 2001; Scott et al., 2005). Otros IAP como c-1AP1 y c-1AP2 son
ineficaces para inhibir directamente las caspasas in vitro (Deveraux et al., 1993; Trapp et al.,
2003). Por lo tanto, los BIR tipo Il de estas IAP se unen a los motivos IBM presentes en
inhibidores de IAP como Smac / DIABLO en mamiferos (Vince et al., 2007). Los cambios
sutiles en la ranura de union a péptidos de los dominios BIR de tipo Il alteran la preferencia

por IBM particulares (Yoo et al., 2002).
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Figura 8| Estructura de las proteinas IAP. Los dominios BIR de las IAP se pueden agrupar en dominios BIR tipo |
(amarillo) y tipo 11 (rojo) en funcién de la presencia o ausencia de un surco profundo de unién a péptidos. Las proteinas
como las caspasas Y los antagonistas de IAP interacttan con los dominios BIR de tipo Il, mientras que TRAF1y TRAF2
interactuan con los dominios BIR |. Se muestra la estructura del surco de union al péptido clAP1-BIR3 unido a la porcién
N-terminal del antagonista de IAP Smac (AVPI; rojo). El dominio UBA que se une a la poliubiquitina (poliUb). Se
desconoce la funciéon del dominio de reclutamiento de caspasa (CARD), que generalmente sirve como superficie de
interaccion de proteinas. EI dominio RING es necesario para la actividad de la ligasa Ub y es una interfaz de dimerizacion
y un sitio de acoplamiento para las enzimas E2. Se muestra la estructura de un dimero RING clAP2; las estructuras gris y
verde representan dos moléculas clAP2 respectivas (Imagen tomada de Gyrd-Hansen & Meier, 2010).

Dominio RING

El dominio RING se encuentra en el extremo C- terminal de las proteinas inhibidoras de la

apoptosis que les proporciona actividad de ligasa E3 el cual promueve la transferencia de
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Ubiquitina (Ub) a proteinas diana (Komander, 2009). La regulacion de las vias de apoptosis
por c-IAP1 y c-1AP2 se centra en este dominio. La dimerizacion del dominio RING potencia
la actividad de la ubiquitina ligasa, lo que permite la autoubiquitilacion y la ubiquitinacion
cruzada de otras proteinas IAP (Mace et al., 2008; Silke et al., 2005). Por ejemplo, c-IAP1
puede mediar la ubiquitinacion de c-IAP2 y XIAP (Conze et al., 2005; Silke et al., 2005;
Varfolomeev et al., 2007). Estas proteinas también pueden ubiquitinar a RIP1-4 (proteina que
interactta con el receptor) (Bertrand et al., 2011; Damgaard et al., 2012), NIK (factor nuclear
kB o NF- quinasa inductora de kB) (Varfolomeev et al., 2007), caspasas (Choi et al., 2009),
TRAF2 (Li et al., 2002), TRAF3/6 (Mao et al., 2010), SMAC (Hu & Yang, 2003), y C-RAF
(Dogan et al., 2008), modulando las vias de sefializacion mediadas por sus sustratos
(Longchuan et al., 2014).

Estas proteinas también albergan dominios adicionales, como el dominio de asociaciéon a
ubiquitina (UBA) a través del cual interacttan con proteinas ubiquitiladas (Hansen et al., 2008)
Finalmente, c-1AP1 y c-1AP2 contienen un dominio de reclutamiento de caspasas (CARD) que

se cree que puede actuar inhibiendo la actividad de la ligasa E3 (Dueber et al. 2011).

Funciones de las IAP en la muerte celular, la supervivencia celular y la interaccion con
la via NFkB

NF«xB es una familia de factores de transcripcion que constan de RELA (también conocido
como p65) RELB y c-REL vy el precursor de las proteinas que contienen repeticiones de
anquirina NFkB1 (p105, que se procesa para generar p5S0) y NFkB2 (p100, que se procesa para
generar p52) (Perkins, 2007). Dependiendo del mecanismo que conduce la activacion de
NF«xB, la transduccion de sefiales se puede clasificar en la via canénica y la via no candnica
(Bonizzi et al., 2004). Es importante destacar que ambas vias son cascadas de transduccién
de sefiales dependientes de Ub en las que las ligasas de Ub, los receptores de Ub y las enzimas
desubiquilantes (DUBA), acumulan, reconocen y eliminan sefiales de Ub, lo que permite el
ensamblaje controlado temporalmente de complejos de proteinas que conducen a la activacion
de cinasas que regulan NF«xB (Bianchi & Meier, 2009).
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El papel fundamental de los c-IAP en la regulacion de la apoptosis se destaca por el
reclutamiento y el ensamblaje del complejo de activacion de senalizacion rio arriba de NFkB
en varios receptores de la superfamilia de TNF (Vicic et al., 2011) (figura 9). Por ejemplo,
la union de TNF a TNFR1 estimula el reclutamiento y la formacion de un complejo
multiproteico que contiene TRADD, RIP1, TRAF2 y clAP (Varfolomeev et al., 2012). En
este complejo, la proteina clAP promueve la poliubiquitilacién ligada a K63 de RIP1
(Varfolomeev et al., 2008; Bertrand et al., 2008) que sirve como plataforma de sefializacion
para el reclutamiento del complejo IKK, complejo TAK (TAK1 y TAB1/2) y LUBAC
(cadena de ubiquitina lineal complejo de ensamblaje), lo que conduce a la activacion rio
abajo de las vias NF-xB y MAPK (Jin et al., 2009). Por el contrario, la ausencia de clAP da
como resultado que TNFR1 acttie como un receptor de muerte inductor de apoptosis activada
por caspasa 8 (Schiitze et al., 2008). Alternativamente cuando la actividad de la caspasa 8 esta
reducida o ausente se activa la via de muerte celular por necroptosis (Pasparakis &
Vandenabeele, 2015). Ademas de regular positivamente la sefializacion canonica de NF-kB,

las proteinas clAP también son reguladores negativos clave de la sefializacion no candnica
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de NF-kB. En reposo, los clAP controlan la estabilidad de NIK a través de su ubiquitinacion

y, por lo tanto, evitan la activacion de IKKa. rio abajo (Derakhshan et al., 2017).

BIRC3 en cancer

BIRC3 miembro de la familia de proteinas inhibidoras de las apoptosis se ha demostrado que
estd involucrado en mdltiples procesos bioldgicos incluido la proliferacion celular, la
migracion (Fu et al., 2018), la transicion epitelio-mesenquima (Jo et al., 2017; Fu et al., 2018)
y la apoptosis (Smolewski et al., 2011). Ademas de que se encontrd una alta expresion de esta
IAP en una variedad de tumores malignos como el cancer de pulmoén de células no pequefias
(Yang et al., 2016), cancer de vesicula biliar (Jiang et al., 2017), cancer de cuello uterino
(Imoto et al., 2002) y glioblastoma (Tchoghandjian et al., 2016; Wang et al., 2016)
correlaciondndose negativamente con la supervivencia de los pacientes. Por otro lado, se ha
informado que BIRC3 acelera la transformacion maligna de gliomas de bajo grado a gliomas
de alto grado, considerandose como un facilitador de la transformacion en este tipo de cancer
(Gressot et al., 2016).

La resistencia terapéutica es un sello distintivo del GBM que hace que la recurrencia a la
enfermedad sea inevitable. A pesar de los avances en las estrategias multimodales de reseccion
quirdrgica, radioterapia y quimioterapia con temozolamida (TMZ), la mediana de
supervivencia de los pacientes sigue siendo de tan solo 14 meses (Stupp et al., 2005). Wang et
al., encontraron que BIRC3 podria ser en parte responsable de esta quimiorresistencia ya que
la regulacion positiva de esta proteina resultaba en la evasion de la apoptosis y la resistencia a
TMZ en glioblastoma tanto in vivo como in vitro (Wang et al., 2016). Asimismo, el grupo de
Zhao confirmo que BIRC3 es un objetivo transcripcional de NF«kB p65 y que como
consecuencia de los niveles reducidos de BIRC3 y p65 los niveles de poliubiquitilacion de RIP1

se ven reducidos siendo més sensibles a los efectos citotoxicos de TNF-a (Zhao et al., 2013).
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Tratamientos contra glioblastoma

El tratamiento estdndar de GBM se inicia mediante reseccion quirdrgica. Sin embargo, el
potencial curativo de la cirugia citorreductora se ve muy comprometido por el patron de
crecimiento difuso e infiltrativo de los GBM, que hace que la reseccion completa del tumor
sea casi imposible. La extension de la reseccion esta influenciada por el tamafio y la ubicacion
del tumor y las caracteristicas del paciente (p.ej., edad y estado funcional) (Stummer et al.,
2006).

= Cirugia

Generalmente se recomienda la reseccion total macroscépica (RTM), si es factible. Los
analisis retrospectivos han indicado que la RTM puede mejorar los resultados de

supervivencia, incluso en pacientes de edad avanzada (Noorbakhsh et al., 2014).

» Radioterapia

Actualmente la radioterapia convencional después de la cirugia se administra 60 Gy en
fracciones de Gy durante 6 semanas en combinacion con TMZ (Stupp et al., 2005). El riesgo
de necrosis por radiacion con la quimioterapia simultanea, segun el volumen de cerebro

irradiado y la dosis a las estructuras criticas, son consideraciones importantes.

=  Temozolamida

La temozolamida, quimioterapéutico de primera linea utilizado en GBM, es un agente
alquilante lipofilico pequefio (94 Da) de la clase de la imidazotetrazina que es estable a pH
acido, lo que permite la dosificacion oral e intravenosa y puede atravesar la barrera
hematoencefalica (Zhang et al., 2012; Thomas et al., 2017). Después de la absorcion, TMZ
sufre una descomposicién no enzimatica espontanea a pH fisioldgico para formar 5-(3
metiltriazen-1-il) imidazol-4-carboxamida (MTIC) (Denny et al., 1994), que luego reacciona
con agua para producir 5-aminoimidazol-4-carboxamida (AIC) y un cation de metil diazonio

altamente reactivo (Zhang et al., 2012).

29 | 67



El cation metil diazionio es altamente reactivo y metila el ADN en la posicion N7 de la guanina
(N7-MeG, 70%), la posicion N3 de la adenina (N3-MeA, 9%) y la posicién O6 de la guanina
(O6-MeG, 6%). Aungue son méas prevalentes, N7-MeG y N3-MeA se reparan rapidamente
mediante la via de reparacion por escision de la base y no son mediadores primarios de la
toxicidad de la TMZ, aunque las lesiones de N3-MeA son letales si no se reparan. En
comparacion, la reparacion de O6-MeG requiere la accion de la enzima suicida metilguanina-
ADN metiltransferasa (MGMT), que elimina el grupo metilo para restaurar la guanina. Si no
es reparado por MGMT, el O6-MeG se empareja mal con la timina, lo que activa la via de
reparacion de errores de emparejamiento del ADN (MMR) que elimina la timina (no el O6-
MeG), lo que da como resultado ciclos inutiles de reparacion y roturas eventuales de la cadena

de ADN que conducen a la apoptosis (Thomas et al., 2017).

El objetivo actual de la terapia adyuvante en GBM es prolongar la supervivencia del paciente
en buenas condiciones clinicas, ya que la erradicacion de la enfermedad sigue siendo poco
probable, por lo que se sugiere utilizar miméticos de Smac para restaurar los procesos
apoptoticos en estas células cancerosas (Frazzi, 2021) que como se describio anteriormente ha

tenido efectos positivos sobre la sensibilizacion de las células tumorales a los tratamientos.

Mimeéticos de Smac

Las proteinas IAP pueden ser antagonizadas por sus antagonistas enddgenos, como
SMAC/DIABLO (Du et al., 2000), Omi/HtrA2 (Van Loo et al., 2002), ARTS (proteina
relacionada con la apoptosis en la via de sefializacion de TGFp) (Gottfried et al., 2004) y XAF1
(factor asociado a XIAP) (Liston et al., 2001). SMAC, el antagonista natural mejor estudiado
de las proteinas AP, se libera de las mitocondrias al citosol tras la estimulacion apoptdtica
(Du et al., 2000). SMAC tiene una secuencia dirigida a mitocondrias de 55 residuos en su
extremo N- terminal, que se elimina proteoliticamente tras su liberacion de lasmitocondrias,
para exponer su motivo tetrapeptidico Ala-Val-Pro-lle (AVPI) para unirse a XIAP, clAPly
clAP2 (Verhagen et al., 2000). Smac escindido se dimeriza y se une a los dominios BIR2 y
BIR3 de XIAP a través de su motivo de union IAP (IBM) e interfiere con la interaccion de

XIAP con caspasas (Liu et al., 2000). SMAC también se une al dominio BIR3 de clAP1 y
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clAP2 a través de su motivo de union AVPI (Hu & Yang, 2003).

Los antagonistas de IAP rara vez inducen la degradacion de XIAP. Sin embargo, en muchos
casos, promueven la autoubiquitilacion de clAP y la degradacién proteosomal (Vince et al.,
2007), mediante la dimerizacién de su dominio RING a través de la liberacion de BIR3
(Feltham et al., 2011). Esta activacion de la funcion de ligasa E3 de clAP por un antagonista
de IAP tambien puede resultar en la ubiquitilacion del antagonista, pero la importancia
fisiologica de esto no estd clara (Wu et al., 2000). La degradacion de clAP inducida por
antagonistas de IAP previene la ubiquitilacion mediada por estas proteinas de los componentes
en la via de sefializacion de TNF y, por lo tanto, convierte la sefializacion de TNFR1 de pro-

supervivencia a pro-apoptotica (Micheau & Tschopp, 2003).

=  Desarrollo de los miméticos de Smac

Después de que se observo que los pacientes que expresaban niveles aumentados de Smac
tenian un pronostico méas favorable, con tasas de remision mas altas y una supervivencia
general mas larga (Fulda & Vucic, 2012) y que la expresion exdgena de Smac en células de
neuroblastoma resistente las sensibilizaba a la apoptosis inducida por TRAIL (Fulda et al.,
2002) proporciono una prueba del principio para dirigirse a los IAP. Estudios posteriores que
usaron oligonucledtidos antisentido contra XIAP o péptidos Smac sintéticos, mostraron que
estos también sensibilizaron a las celulas cancerosas a la quimioterapia (Carter et al., 2003).
Junto con otros estudios, esto impulsé el desarrollo farmacéutico de miméticos de Smac
similares a péptidos de molécula pequefia, denominados miméticos de Smac (SM). Los SM
imitan el tetrapéptido N-terminal (NH 2 -AVPI), que constituye una parte importante de IBM
(Silke et al., 2000). Muchos de estos compuestos miméticos han mostrado efectos
anticancerigenos in vitro e in vivo, validando el desarrollo de SM clinicos (Fulda & Vucic,
2012).

Smac enddgeno se homodimeriza a través de una amplia interfaz hidrofobica y es bivalente
(Chai et al., 2000). Se han desarrollado para la clinica SM bivalentes potentes y selectivos, asi

como compuestos monovalentes. Los SM monovalentes tienen un motivo de unién
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similar a AVPI, mientras que los SM bivalentes tienen dos. Hasta la fecha los SM que han
entrado en ensayos clinicos para el tratamiento del cancer son cinco compuestos monovalentes,
GDC-0152, CUDC-427 (GDC-0917), Debio 1143 (AT-406), LCL161 y BI 891065, y tres
compuestos bivalentes, birinapant (TL32711), APG-1387, HGS1029 (AEG40826) (Morrish
et al., 2020).

Mimeéticos de Smac en combinacidén con quimioterapia

La quimioterapia sigue siendo el tratamiento de primera linea para una variedad de canceres,
lo que racionaliza la exploracion de emparejar SM con quimioterapias para el tratamiento
combinado. Debido a estos antecedentes, se investigd la combinacion de LCL161 (un
mimético de Smac) con paclitaxel en tumores de cancer de pulmoén de células no pequefias
(CPCNP). La adicion de LCL161 a la terapia con paclitaxel aumentd la expresion de TNF,
la degradacion de clAP1/2 y la activacion de la sefializacion apoptotica dependiente de
caspasa-8, sensibilizando las células cancerosas de CPCNP al tratamiento in vitro (Yang et al.,
2016). En lineas celulares de carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (CCECC) el
tratamiento del mimético de Smac birinapant méas docetaxel resulto mas efectivoque cualquiera
de los tratamientos solos (Eytan et al., 2015). Por otro lado, los resultados experimentales de
Darding et al., indicaron que la degradacion de BIRC2 mediada por SM provoca una
activacion no candnica de NFkB que da como resultado la induccion de la expresion del gen
BIRC3, mientras que en ausencia de BIRC2, BIRCS3 sintetizado de novoes resistente a SM
y suprime la expresion de TNFa (Darding et al., 2011). Ademas, el mimético BV6 mejora
profundamente la apoptosis inducida por Drozitumab en cultivos de glioblastoma primarios y

células similares a células madre de glioblastoma (Cristofanén et al., 2015).
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JUSTIFICACION

El glioblastoma multiforme es el tumor cerebral primario maligno mas comun en los adultos,
que se caracteriza por su alta agresividad y baja supervivencia de los pacientes, siendo esta
en promedio de 14.6 meses, una vez. Las células tumorales, independientemente del tipo de
cancer, presentan una capacidad exacerbada de resistencia a la muerte (anti-apoptosis), lo
que favorece su desarrollo y progresion. La identificacion de los elementos moleculares anti-
apoptoticos, asi como la sefial y los mecanismos intracelulares que regulan su expresion, se ha
convertido en uno de los principales objetivos de muchos grupos de investigacion, ya que
pueden ser considerados y propuestos como potenciales blancos farmacoldgicos para un

tratamiento mas eficiente del cancer.

Estudios recientes muestran que las células derivadas de glioblastoma son capaces de secretar
IL-1B, y responder ademéas de manera autocrina a dicha citocina proinflamatoria. IL-1p al
unirse a su receptor de membrana, favorece la translocacién al ndcleo del factor de
transcripcion NF-xB, el cual induce la transcripcion de genes relacionados con la progresion

y desarrollo tumoral.

El propdsito general del presente proyecto es evaluar si la presencia cronica de IL-1p exacerba,
por un lado, la capacidad anti-apoptotica de las células de glioblastoma U87MG mediante un
aumento en la expresion de la proteina inhibidora de la apoptosis, BIRC3 y, por otro lado, si
incrementa la quimiorresistencia de células U87MG al tratamiento con temozolamida. Los
resultados obtenidos nos permitiran proponer marcadores moleculares que pudieran ser
considerados como blancos terapéuticos para el tratamiento del glioma grado 1V, y de esta

forma mejorar el pronostico y calidad de vida del paciente.
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HIPOTESIS

H1. IL-1P exacerba la capacidad anti-apoptética de las células de glioblastoma multiforme

U87MG aumentando la expresion de la proteina anti-apoptotica BIRC3.

H2. IL-1B reduce el efecto citotoxico inducido por temozolamida en las células de
glioblastoma multiforme U87MG.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto que ejerce IL-1p sobre la expresion de la proteina anti-apoptdtica BIRC3
en células de glioblastoma multiforme U87MG, asi como sobre la capacidad de

quimiorresistencia a temozolamida.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Investigar si la presencia de IL-1f influye sobre el nivel de expresion del ARNm que
codifica para BIRC3

e Determinar si el efecto que ejerce IL-1pB sobre el nivel de expresion del ARNm que
codifica para BIRC3 depende de la concentracion, asi como de la duracion del

tratamiento.

e Evaluar si la IL-1p influye sobre la capacidad de supervivencia de las células
U87MG

e Investigar si el pretratamiento de las células US87MG con IL-1B reduce el efecto

citotoxico que ejerce la temozolamida.
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MATERIAL Y METODOS

Modelo celular UB7TMG

la linea celular de glioblastoma humano U87MG es una de las lineas celulares de glioblastoma
mas utilizadas. Fue establecida en 1966 por un investigador de la Universidad de Uppsala,
Suecia, utilizando tejidos de un paciente con glioblastoma de 44 afios. Los tejidos se
mantuvieron en un depdsito de células y luego se transfirierona ATCC (Allenet al., 2016). Las
células US7MG se sembraron en matraces de cultivo de poliestireno de 25 cm? de superficie,
con medio de cultivo DMEM (Gibco, EUA) suplementado con 10% de suero fetalbovino
(SFB), 1% de L-Glutamina y 1% de una mezcla de antibiotico-antimicotico (25ug/mlde
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 himeda del 5% de COzy
95% de aire. EI medio de cultivo se renovo cada 48 horas y cada 4 dias las células se
cosecharon. La cosecha de células consistié en los siguientes pasos: retirar el medio de cultivo
y lavar 2 veces con 5 ml de PBS 1X estéril, adicionar 2 ml de tripsina y dejar reposar por 5
min, posteriormente se mezclé con 4 ml de medio de cultivo, de la suspension celular obtenida
se transfirid a un tubo conico y se centrifugo a 1500 rpm por 5 min. Se elimino el sobrenadante
y la pastilla celular que quedo en el tubo se resuspendié con medio de cultivo fresco, a partir
del cual, se tomaron alicuotas para regenerar el cultivo madre y lo demas se utilizd para
sembrar las células que se utilizaron para experimentos posteriores. Para realizar los
experimentos, las células se sembraron en placas de 6 pozos a las cuales se les dio tratamientos
a distintas concentraciones y a diferentes tiempos segun sea necesario en 1.5 ml de medio de
cultivo por pozo. Para ello las células sembradas debieron tener una confluenciadel mas del
50 por ciento para dar comienzo a cada uno de los tratamientos dependiendo del tiempo en el
que se mantuvieron las células, se realizaron recambios de medio cada 24 horas agregando en
cada recambio el mismo tratamiento. Todo esto en condiciones de esterilidaden una campana

de flujo laminar.
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Reactivos

Para los diferentes tratamientos, se utilizé IL-1p recombinante humana (Invitrogen) diluido en
10 ml de BSA al 1% en PBS para genera una solucion stock 2 ug/ml. Se realizaron
experimentos con distintas concentraciones de IL-1p (1, 5, 10, 20 y 40 ng/ml) a diferentes
tiempos (8, 12, 24 y 96 horas), para después realizar los experimentos de RT-PCR vy de

supervivencia celular.

La temozolamida se obtuvo de Sigma-Aldrich en una presentacion de 25 mg con un peso
molecular de 194.15 g/mol. Se diluyé en 3 ml de DMSO para obtener una solucion stock 43
mM.

El mimético de Smac AZD5582, también se obtuvo de Sigma-Aldrich en una presentacion de
5 mg con un peso molecular de 1015.29 g/mol. Se diluy6 en 4.42 ml de PBS para obtener una
solucion stock de AZD5582 1 mM, la cual fue posteriormente diluida para preparar la solucion
de trabajo AZD5582 3.75 pM.

Ensayo de RT-PCR de punto final

a) Extraccion de acido ribonucleico total (ARNT)

Las células se sembraron en placas de 6 pozos, una vez que alcanzaron la confluencia esperada,
se recambio el medio de cultivo y se dio inicio al tratamiento correspondiente, con recambio
de medio cada 24 horas. Una vez considerado el tiempo respectivo al tratamiento se procedid
a realizar la extraccion del RNA total haciendo uso de un kit comercial FavorPrep TM, Tissue
Total RNA Mini (Favorgene, Biotech Corp., China), siguiendo las instrucciones del
fabricante: se retir6 el medio de cultivo de las placas, se realizaron 2 lavados con PBS 1X, se
prepar¢ el buffer de lisis suplementado con 1% de - mercapto-etanol y se agreg6 350 pL de
buffer de lisis por pozo, con ayuda de una micropipeta se resuspendio y se transfirid el
homogenado celular a la columna FARB que contenia el filtro blanco, se centrifugo a 12000
rpm por 2 min, se desechd la columna FARB y lo que quedo en el tubo colector se pasé a un

tubo eppendorf de 2 ml, se agregaron 350 L de etanol al 70% en cada tubo. Se coloco en otra
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columna los filtros rojos y se les afiadié lo obtenido en el tubo eppendorf, se centrifugd a 12000
rpm por 2 min y se retird el sobrenadante, se realizo 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 ultimo, las columnas se transfirieron a un tubo eppendorf de 1.5 ml estéril
y se agregaron 30 UL de agua libre de RNAsas. Se dejé reposar la muestra por 3 minutos a
temperatura ambiente y finalmente se centrifug6é a 12000 rpm por 5 minutos para obtener el
RNA total.

b) Cuantificacién de ARN

Posterior a la extraccion, se cuantificé la concentracion y la calidad de ARN extraido mediante
espectrofotometria. Para ello se emple6 una dilucién con 4 uL de la muestra'y 196 pL de agua
inyectable, para obtener un volumen final de 200 pL; la concentracion se evalud a una longitud
de onda de 260 nm y la integridad del ARN se evalu6 como el cociente obtenido entre las
longitudes de onda 260 nm y 280 nm (A260/A280). El valor del cociente obtenido debid
ubicarse en un rango de 1.8-2.0 para considerarse como una muestra de ARN de buena calidad

y poder ser empleado en los ensayos de RT-PCR.

c) Sintesis de acido desoxirribonucleico complementario (CADN)
Para la sintesis de la cadena de Acido Desoxirribonucleico complementario al ARN (ADNCc)
extraido, 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 afiadi6 10 pL de forma

comun a todas las muestras.

Buffer RT 4 uL
Random 2 uL
dNTP’s 1puL
Agua 2.5 uL
Retrotranscriptasa 0.5 pL
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Para cada tubo de reaccion se empled un volumen final de 20 pL, por lo que el volumen
restante (10 pL) se complementd con la muestra de ARN més agua. La cantidad de ARN por

tubo de reaccion fue de 4 pg.

Se empleo un termociclador Mastercycler S50 (Eppendorf) para realizar 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, para ser almacenados en congelacion hasta su empleo.

d) Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
A partir del ADN complementario obtenido en la retro-transcripcion se realizd reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) con el Kit comercial DreamTag PCR Master Mix (Thermo
Scientific, EUA), siguiendo las indicaciones del proveedor, con un volumen total de reaccion

minimo de 20 pL.

Green Dream Taq 10 pL
Primer Forward 1puL
Primer Reverse 1puL
Agua 6 pL
ADNCc 2 uL

Se empleo un termociclador Mastercycler S50 (Eppendorf) para realizar el siguiente
protocolo: 5 minutos a 94 °C, 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 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 llevo a 4°C para ser almacenados en congelacion hasta su empleo.

Los oligonucle6tidos utilizados para la PCR de punto final se muestran en la siguiente tabla:

Forward CACTCATTACTTCCGGGTACAG 62.7°C 420 pb

Reverse AACACTAGAGGGCCAGTTAAAG  60.7°C
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Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

CTCTCACCTCTCCTACTCACTT

GAGAGCACACCAGTCCAAAT

AAAGAGGCACTGGCAGAAAA

CAGGGGTGGTTATTGCATCT

GTGAATTTTTGAAACTGGACAG

CCTTTCCTAAGACATTGCTAAG

GATTCAGGACATTACTATTGCG

CTGGGATCCCAAGTCTACTTCC

CAAGAGATGGCCACGGCTGCT

TCCTTCTGCATCCTGTCGGCA

58.7°C

62.3°C

64.2°C

64°C

60.5°C

59.1°C

60.5°C

65.1°C

71.9°C

73.8°C

e) Separacion electroforética de los productos de PCR

A partir de los productos de PCR se procedid 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 se calent6 por tiempos intermitentes de 30 segundos hasta un tiempo total de

1:30 minutos, se afiadio 4 uL de bromuro de etidio y se vertio en la cdmara de electroforesis

dejando gelificar por 30 minutos a temperatura ambiente.

El gel se cargd con 9 pL de cada muestra. 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 llevd 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.

248 pb

259 pb

243 pb

462 pb

275 pb
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f) Densitometria
Se realizo el analisis densitométrico de las bandas presentes en las imagenes obtenidas en el
fotodocumentador 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)

Conteo celular

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 —antimicdtico (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 recambié el medio de cultivo y se dio inicio al
tratamiento de las células. Al finalizar el tiempo requerido del tratamiento, se obtuvo la
suspension celular para realizar el conteo celular empleando una cdmara de Neubauer. El
procedimiento fue el siguiente: a) se retird el medio de cultivo de las placas; b) se lavaron las
células dos veces con PBS; c) se agregd a cada pozo 500 ul de Tripsina-EDTA 0.25% Yy se
dejo incubar por 5 minutos; d) se afiadieron 700 pl de medio de cultivo; €) la suspension celular
fue transferida a un tubo tipo eppendorf y centrifugado a 2,000 rpm por 5 minutos; f) el
sobrenadante fue descartado y la pastilla celular fue resuspendida en 1 ml de medio de cultivo;
g) se combinaron en un tubo tipo eppendorf 20 pl de la suspension celular con 80 pl de azul
de tripano (colorante vital); h) se resuspendié por varias veces la suspension celular y se
depositaron 10 ul de la mezcla en cada una de las camaras de Neubauer, posteriormentese
procedid a realizar el conteo de las células no tefiidas de azul (células vivas) en un microscopio

de campo claro, el conteo celular se expreso en células/ml.

Analisis estadistico

El analisis estadistico y las gréaficas se realizaron con el programa SigmaPlot 12.5 (Jandel
Corporation, EUA). Se utilizo la prueba t-Student para evaluar la diferencia entre los grupos,

con un valor de significancia menor a 0.05 (p<0.05).
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RESULTADOS

1. IL-1p estimula la expresion del ARNmM que codifica para la proteina
anti-apoptotica BIRC3

La IL-1p estd sobre-expresada en muchos tumores sélidos, incluyendo melanoma, colon,
pulmén y glandula mamaria, entre otros, cuyo nivel de expresion se asocia positivamente con
un mal pronostico de supervivencia (Rebe et al., 2020). La presencia de IL-1B modula la
expresion y sintesis de citocinas proinflamatorias, la adhesion, migracion y supervivencia
celular, la angiogénesis y la respuesta inmune, tanto en condiciones fisiologicas como
patoldgicas (Rebe et al., 2020). Por lo que, de manera inicial, se decidié investigar si la
presencia de IL-1B incide sobre la capacidad apoptética de las células derivadas de
glioblastoma multiforme humano U87MG, a través de cambios en los niveles de expresion de
la proteina inhibidora de la apoptosis BIRC3. Las células fueron tratadas con 10 ng/ml de IL-
1B por 24 horas, al finalizar el periodo de tratamiento, se aislé y purificé el ARN total, a partir
del cual se realizaron los ensayos de RT-PCR de punto final. La figura 11 muestra que la
presencia de IL-1B induce un aumento del 50% en los niveles de expresion del ARNm que
codifica para BIRC3 en comparacion a la condicién control mientras que la presencia de IL-
1B no afecta el nivel de expresion de p-actina, lo cual valida su uso como control interno en

los subsiguientes experimentos.

Control IL-18

Control IL-18

(normalizado respecto a control)
=

Expresion del ARNm que codifica para BIRC3

Control IL-1B
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Figura 11| Efecto de IL-1p sobre el nivel de expresién del ARNm de BIRC3. Las células US7MG fueron
tratadas con 10 ng/ml de IL-1f por 24 horas, se muestra una imagen representativa del resultado de RT-PCR
de punto final para BIRC3 y el grafico respectivo obtenido al haber realizado la densitometria. Los valores
graficados se expresan normalizados respecto a - actina y la condicion control, asi como el error estandar,
n= 3 experimentos independientes. * Valor de p <0.05.

2. El efecto que ejerce IL-1p sobre el nivel de expresion del ARNm
gue codifica para BIRC3 depende tanto de la concentracion como

de la duracion del tratamiento

Una vez que se demostrd que IL-1p a una concentracion de 10 ng/ml por 24 horas, ejerce un
efecto estimulatorio sobre la expresion del ARNm que codifica para BIRC3, se procedié a
determinar si este efecto depende de la concentracion de esta citocina, asi como de la duracion
del tratamiento. Para realizar la curva dosis-efecto, las células fueron tratadas con diferentes
concentraciones de IL-1B: 1, 5, 10, 20 y 40 ng/ml por 24 horas. Al finalizar el tratamiento, Se
aislo y purifico el ARN total para los ensayos de RT-PCR de punto final. El apartado A de
la figura 12 muestra que a partir de la concentracion de 1 ng/ml se observa un incremento
significativo en los niveles de expresion del ARNm que codifica para BIRC3, alcanzandose
el efecto maximo a partir de la concentracién de 10 ng/ml (160% con respecto a la condicion
control), manteniéndose hasta la concentracion de 40 ng/ml. A partir de este resultado, se
decidié utilizar la concentracion de 10 ng/ml para la realizacion del curso temporal. Las células
fueron mantenidas en presencia de 10 ng/ml de IL-1p a diferentes tiempos: 8, 12 y 24 horas.
Interesantemente se observd, que en las primeras 8 horas de tratamiento, se increment6 casi
tres veces la expresion del ARNm en comparacion a la condicion control, y que este nivel de
expresion disminuia conforme aumentaba la duracion del tratamiento con IL-1f, alcanzando
a las 24 horas de tratamiento un incremento del 50%, muy parecido al observado en los

experimentos iniciales (figura 12B).
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Figura 12| El efecto que IL-1P ejerce sobre ARNm de BIRC3 depende tanto de la concentracion como del
tiempo. A) Se muestra una imagen representativa del resultado de la RT-PCR de punto final asi como el grafico
obtenido al haber realizado la densitometria y normalizacidn de los datos experimentales para BIRC3, las células
fueron tratadas por 24 horas a diferentes concentraciones de IL-13: 1, 5 10, 20 y 40 ng/ml. B) Se muestra una imagen
representativa del resultado de la RT-PCR, asi como el grafico obtenido de la curva temporal después de tratar a las
células UB7MG a diferentes tiempos con 10 ng/ml de IL-1B: 8, 12 y 24 horas. Los valores graficados son el promedio
con su error estandar de tres experimentos independientes, (*) el valor de p es menor de 0.05. La normalizacion se
realiz6 con respecto a los niveles de expresion del ARNm que codifica para B-actina, el cual es considerado como
control.
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3. IL-1p estimula la capacidad de supervivencia de las células US7TMG

Una vez demostrado que IL-1p estimula de manera significativa la expresion del ARNm que
codifica para la proteina inhibidora de la apoptosis BIRC3, se decidié evaluar si este efecto
se ve reflejado como un aumento sobre la capacidad de supervivencia de las células US7MG.
Las células se mantuvieron por 96 horas en presencia de 10 ng/ml de IL-1p, al finalizar el
tiempo requerido, las células fueron cosechadas y a partir de la suspension celular obtenida, se
tomaron alicuotas para realizar el conteo de células vivas en una camara de Neubauer. La
figura 13 muestra que la presencia de IL-1p induce un aumento significativo del 27% sobre

la viabilidad celular en comparacion con las células control.

150 -

100

50

Supervivencia celular
(Porcentaje de celulas vivas)

Control IL-1B

Figura 13| IL-1p incrementa la supervivencia de las células U87MG. Las células fueron mantenidas por 96
horas en presencia de 10 ng/ml de IL-1p para posteriormente ser contadas en camara de Neubauer. Los valores
graficados son el promedio con su error estandar de cuatro experimentos independientes normalizados con
respecto a la condicion control. (*) el valor de p es menor de 0.05.
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4. IL-1p reduce el efecto citotéxico inducido por temozolamida sobre las

células USTMG

La temozolamida (TMZ) es un agente alquilante oral que se ha usado ampliamente como un
quimioterapéutico eficaz de primera linea para el tratamiento de pacientes con glioblastoma
multiforme, sin embargo, los pacientes comunmente, durante el tratamiento llegan a
desarrollar resistencia a TMZ, lo cual reduce de manera significativa la efectividad del
tratamiento y con ello la supervivencia del paciente. Hasta el momento se ha observado que
la presencia de IL-1 aumenta el porcentaje de células viables, muy probablemente debido a
una reduccion en su capacidad apoptdtica, por la sobre-expresion de la proteina BIRC3.
Considerando esta informacion, se propuso investigar si la presencia de IL-1B pudiera estar
reduciendo la sensibilidad de las células U87MG al efecto citotoxico de TMZ. En otras
palabras, se propuso determinar si la IL-1p es capaz de exacerba la capacidad de
quimiorresistencia de las células derivadas de glioblastoma a TMZ. Para resolver el
cuestionamiento, las células U87MG fueron pre-tratadas con 10 ng/ml de IL-1p por 48 horas,
posteriormente se adicionaron diferentes concentraciones de TMZ: 200 y 400 uM, ya sea en
ausencia o presencia de IL-1( por 48 horas adicionales. Al finalizar el periodo de tratamiento,
se realizo el conteo de las células viables para obtener el porcentaje de supervivencia en
ausencia y presencia de IL-1p y TMZ respectivamente. La figura 14 muestra que la viabilidad
de las células tratadas con 200 uM (A) y 400 uM de TMZ (B) disminuy6 un 30% y un 40%
respectivamente, en comparacion con las células control, dejando en claro el efecto citotoxico
de TMZ. Sin embargo, también se observo de manera interesante, que el pre-tratamiento de
las celulas UB7MG con IL-1f reduce de manera significativa el efecto citotoxico de TMZ,
reflejandose como un aumento en la capacidad de supervivencia celular. La presencia de IL-
1B previene por completo el efecto citotoxico de 200 uM de TMZ (figura 14A), mientras que
a la concentracion de 400 uM de TMZ en presencia de IL-1p, se reduce el efecto citotdxico
del 40% a solo el 15% (figura 14B). Estos resultados dejan en claro que IL-1f3 reduce la
sensibilidad de las células US7MG al efecto citotoxico de TMZ, es decir, estimula su

capacidad de quimio-resistencia.
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Figura 14| IL-1pB estimula la quimiorresistencia a temozolamida en las células U87TMG. Las células
U87MG fueron tratadas con A) 10 ng/ml de IL-1B por 96 horas, TMZ 200 uM por 48 horas y finalmente se
realizé un pre-tratamiento de 48 horas con 10 ng/ml de IL-1p més 48 horas adicionales de TMZ 200 puM en
presencia de IL-1pB. B) 10 ng/ml de IL-1B por 96 horas, TMZ 400 uM por 48 horas y finalmente se realizd
un pre- tratamiento con 10 ng/ml de IL-1PB por 48 horas mas 48 horas adicionales de TMZ 400 uM. Una vez
finalizados los tratamientos, las células viables fueron contadas en cadmara de Neubauer. Los valores
graficados son el promedio con su error estdndar de cuatro experimentos independientes normalizados con
respecto a la condicion control. (*), n=4, el valor de p es menor de 0.05.

5. AZD5582, mimético de Smac, incrementa la expresion del ARNm que
codifica para BIRC3

Los miméticos de Smac, como es el AZD5582, se han empleado en el tratamiento del cancer,
sensibilizando las células tumorales al efecto de la quimioterapia, aumentando la expresion
de proteinas apoptéticas, y reduciendo la de proteinas anti-apoptdéticas. La expresion de BIRC3
y BICR5 en algunos tumores solidos y hematologicos se ha visto reducida por la presencia de
miméticos de Smac. Por lo tanto, se decidié investigar si la presencia de AZD5582 influye
sobre los niveles de expresion del ARNm que codifica para BIRC3, ya sea solo 0 en presencia

de IL-1B, ya que como se demostré anteriormente, dicha citocina favorece la supervivencia de
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las células UB7MG en presencia de temozolamida. Las células U87MG fueron mantenidas con
10 y 25 uM de AZD5582 por 24 horas, en presencia o ausencia de 10ng/ml de IL-1B. Al
finalizar el tratamiento se aislo y purificd el ARN total para los ensayos de expresion génica.
La figura 15 muestra, contrario a lo que se esperaba, que el AZD5582 en las dos
concentraciones evaluadas (10 y 25 uM), induce un incremento en los niveles de expresion del
ARNmM que codifica para BIRC3, tres y cuatro veces respectivamente, comparandolo con la
condicion control. La presencia conjunta de AZD5582 10 uM y de IL- 1f3, exacerba alin mas
los niveles de expresion de BIRC3, alcanzando un incremento de 5 veces, mientras que no se
observa cambio alguno cuando se combina IL-1f con de 25 uM de AZD5582. Estos
resultados permiten sugerir que la célula tumoral puede desarrollar una respuesta

compensatoria anti-apoptotica para contrarrestar el efecto apoptético inducido por AZD5582,
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y que en presencia de IL-13 se ve potenciado.
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Figura 15| EL mimético de Smac AZD5582 genera una tendencia al alza sobre el nivel de expresion del
ARNmM que codifica para BIRC3. Se mantuvieron a las células U87MG en diferentes condiciones:10 uM de IL-
1B, 10 pM y 25 uM de AZDS5582 asi como también una combinacién de IL-1B con las diferentes
concentraciones de AZD5582 durante 24 horas, posteriormente se procedid a realizar una densitometria de las
imagenes obtenidas durante la electroforesis de dichos productos, se muestra una imagen representativa del gel de
agarosa asi como su grafico respectivo. n=2.
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6. IL-1p estimula la expresion del ARNm que codifica para Survivina

Las evidencias cientificas indican la sobre-expresion de survivina (BIRC5) en los estadios
avanzados del céncer, esta proteina inhibe la via apoptotica, favoreciendo la supervivencia y
proliferacion de las células tumorales. EI aumento en los niveles de expresion de survivina
pronostica una supervivencia mas corta en pacientes con glioma de alto grado. Debido a que
se demostro previamente, que IL-1( favorece la expresion de BIRC3 en las células US7MG,
se decidio evaluar, si la citocina actua de la misma manera sobre la expresion del ARNm que
codifica para survivina (BIRCS), las cuales pudieran actuar de manera coordinada para reducir
la capacidad apoptoética de las células tumorales y favorecer su supervivencia. Las células
U87MG fueron incubadas a diferentes concentraciones de IL-13: 1, 5, 10, 20 y 40 ng/ml por
24 horas. Al finalizar el tratamiento se aislo y purificd al ARN total para los ensayos de RT-
PCR de punto final. La figura 16A muestra que IL-1p induce una tendenciaal alza sobre los
niveles de expresion del ARNm que codifica para survivina, encontrandose un aumento
significativo a las concentraciones de 1 y 20 ng/ml de IL-1pB. La duracion del tratamiento: 8,
12 y 24 horas a una concentracion constante de 10 ng/ml de IL-1f, no modifica el nivel de
expresion de survivina, siendo necesario realizar otros ensayos de curso temporal, usando

diferentes concentraciones de la citocina pro-inflamatoria (figura 16B).
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Figura 16| 1 y 20 ng/ml de IL-1p aumentan el nivel de expresiéon del ARNm de Survivina. Se cultivaron
a las células A) con diferentes concentraciones de IL-1p (1, 5, 10, 20 y 40 ng/ml) durante 24 horas. B) con
10 ng/ml de IL-1P durante 8, 12 y 24 horas. Transcurrido ese tiempo se realiz6 RT-PCR de punto final para
determinar el nivel de expresion del ARNm que codifica para survivina. Se muestra una imagen
representativa para cada condicién. Los valores graficados se expresan normalizados respecto a B- actina y
la condicion control, asi como el error estandar, n= 3 experimentos independientes. * Valor de p <0.05.

7. El tratamiento de IL-1p regula la expresion de IL-1p y de IL-6

Las células del sistema inmune como respuesta a la presencia de citocinas pro-inflamatorias,
sintetizan y producen mas citocinas como un mecanismo de retroalimentacion positivo. Hay
suficientes evidencias en la literatura que confirman que las células tumorales pueden llegar
actuar como células del sistema inmune: a) responder a citocinas pro-inflamatorias y, b)
producir sus propias citocinas, para que estas puedan actuar de manera autocrina y paracrina
en el microambiente tumoral. Con esta informacion, se propuso investigar, si la presencia de
IL-18 modifica la expresion de su propio ARNm y de la citocina pro-inflamatoria IL-6. Las
células U87MG fueron incubadas a diferentes concentraciones de IL-18: 1, 5, 10, 20 y 40
ng/ml por 24 horas. Al finalizar el tratamiento se aislo y purificé al ARN total para los ensayos
de RT-PCR de punto final. La figura 17A muestra que IL-1B induce un incremento

significativo sobre los niveles de expresion del ARNm que codifica para IL-6, a partir de la
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concentracion de 1 ng/ml, manteniéndose su efecto méximo hasta la concentracion de 40
ng/ml, casi cuatro veces con respecto a la condicién control. La presencia de IL-1p regula su
propia expresion de manera mas moderada, observandose solamente un incremento
significativo a las concentraciones de 5y 40 ng/ml de IL-1p (figura 17B). La duracion del
tratamiento: 8, 12 y 24 horas a una concentracion constante de 10 ng/ml de IL-1$3, no modifica

su nivel de expresion (figura 17C).
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Figura 17| Efecto de IL-1p sobre el nivel de expresién del ARNm que codifica para citocinas proinflamatorias.
Las células U-87-MG se mantuvieron A) y B) en presencia de diferentes concentraciones de IL-1B (1, 5 10, 20 y 40
ng/ml) por 24 horas, en A) se midio el efecto sobre IL-6 y en B) sobre la propia IL-1B. Se muestran imagenes
representativas de los geles de agarosa de I1L-6 e IL-1P respectivamente. C) se trataron a las células con 10 ng/ml de
IL-1p a diferentes tiempos (8, 12 'y 24 horas) y se midié el nivel de expresion del ARNm que codifica para IL-1.
Los valores graficados son el promedio con su error estandar de tres experimentos independientes, (*) el valor de p
es menor de 0.05. La normalizacion se realizo con respecto a los niveles de expresion del ARNm que codifica para
B-actina, el cual es considerado como control.

8. IL-1p no regula la expresion del ARNm que codifica para el receptor
de IL-1

Una caracteristica comdn de los receptores de moléculas proinflamatorias como IL-1p, es que
pueden ser regulados por su propio ligando, por lo que se decidié evaluar si ocurria lo mismo
en las células US7MG. La figura 18 muestra que el nivel de expresion del ARNm que
codifica para IL-1 (IL-1R) no depende de la concentracion de IL-1p y tampoco de la duracion
del tratamiento.
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Figura|18 Las células U87MG expresan el ARNm que codifica para el receptor de IL-1. Las células
U-87 MG se mantuvieron en condiciones de cultivo control, cuando alcanzaron una confluencia del 80% se
procedio a tratar a las células A) con diferentes concentraciones de IL-1p (1, 5, 10, 20 y 40 ng/ml) y B) con
10 ng/ml de IL-1p a diferentes tiempos: 8, 12 y 24 horas. Se aislé y purifico el ARN total y por RT-PCR de
punto final (35 ciclos) se determiné la presencia del ARN que codifica para la isoforma IL-1R1. Los valores
graficados son el promedio con su error estdndar de tres experimentos independientes, (*) el valor de p es
menor de 0.05. La normalizacién se realizd con respecto a los niveles de expresion del ARNm que codifica
para B-actina, el cual es considerado como control.
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DISCUSION

La resistencia terapéutica es un sello distintivo del glioblastoma multiforme (GBM) que hace
que la recurrencia de la enfermedad sea inevitable. A pesar de los avances en las estrategias
multimodales de reseccidn quirurgica, radioterapia y quimioterapia con temozolamida (TMZ),
la mediana de supervivencia de los pacientes recién diagnosticados ronda los 14 meses (Stupp
et al., 2005). Ademas, el pronostico es marcadamente sombrio para los pacientes con GBM
recurrente, donde a menudo se obtiene una mediana de supervivencia de 3 a 9 meses utilizando
quimioterapia estandar con bevacizumab un anticuerpo monoclonal que se une a VEGF (Wong
etal., 1999; Yung et al., 2000) y tasas de supervivencia libres de progresion a 6 meses del 15
a 16% (Lamborn et al., 2008).

La evasion de la apoptosis y el microambiente tumoral es fundamental para los diferentes tipos
de cancer en general y su resistencia a los tratamientos (Hanahan & Weinberg, 2011) y GBM
no es una excepcion. La progresion del glioma se ha relacionado con el microambiente tumoral
que esta influenciado por maltiples células inflamatorias infiltrantes, las vias de sefializacion
entre estos diversos tipos de células son complejas e involucran numerosas citocinas que
funcionan tanto de manera paracrina como autocrina, tal es el caso de la IL-1 (Fossati et al.,
1999; Murat et al., 2009). En el presente trabajo describimos la participacién de la IL-1p sobre
la expresion de la proteina inhibidora de la apoptosis (IAP) BIRC3, asi como su posible papel
en la quimiorresistencia a TMZ de las células de glioblastoma multiforme humano U87MG.
Los gliomas in vivo crecen en un microambiente altamente complejo. La microglia y los
astrocitos se encuentran entre las células cerebrales implicadas en facilitar el crecimiento, la
invasion, la angiogénesis y la vigilancia antitumoral del glioma (Charles et al., 2011,
Heimberger & Sampson, 2011). De los mediadores solubles que produce la microglia activada,
IL-1 juega un papel particularmente importante en la activacion de las células de gliomay en
el inicio de la cascada neuroinflamatoria en el SNC (Basu et al., 2004; Mrak et al., 2001; Simi
et al., 2007). Ademas, la alta expresion de BIRC3 se ha correlacionado con una disminucion
de la supervivencia libre de progresion en pacientes con glioma de alto grado (Gressot et al.,
2017), asi como en pacientes con GBM (Wang et al., 2016) e incluso se ha sugerido a BIRC3
como un indicador pronostico para pacientes con carcinoma hepatocelular (Cao et al., 2018).

Por ello consideramos como primer paso investigar el efecto que la molécula proinflamatoria
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IL-1pB tiene sobre el nivel de expresion del ARNm que codifica para BIRC3 y encontramos
que esta interleucina aumenta aproximadamente un 50% la expresion de BIRC3, estos datos
son concordantes con los encontrados por el grupo de Mendoza et al., quienes demostraron
en una linea celular de cancer de mama que IL-1p induce la expresion de genes relacionados
con la quimiorresistencia dentro de los cuales se encuentra BIRC3 (Mendoza et al., 2017).
Posteriormente quisimos determinar si tanto la concentracion como la duracion del tratamiento
con IL-1B en nuestro modelo experimental, las células U87MG alteraba el nivel de expresion
de BIRC3, y encontramos al igual que el grupo de Cheung que a pesar de que ellos midieron
el nivel de expresion a nivel de proteina y nosotros a nivel de ARNm que existia un aumento
significativo de BIRC3 desde la concentracion de 1ng/ml (Cheung et al., 2010), sin embargo
observamos que el efecto maximo se daba en la concentracion de 10 ng/ml y que el aumento
de la expresion dependia también del tiempo del tratamiento ya que durante las primeras 8
horas se observd un aumento de hasta casi 4 veces mientras que a las 24 horas el aumento se
reducia a un 50%. Es importante aclarar que las células de glioblastoma humano son
sumamente sensibles a la estimulacion con IL-1 (Tarassishin & Lee, 2013) lo cual puede
explicar porgque desde una concentracion baja (1 ng/ml) encontramos un efecto sobre el nivel
de expresion del ARNm de BIRC3.

Se sabe que las proteinas inhibidoras de la apoptosis ejercen un control critico sobre el
segmento terminal de la apoptosis que conduce a la evasion de la apoptosis (Wang et al., 2016)
y promueven la supervivencia celular en diferentes tipos de cancer (Altieri, 2010) por ello una
vez que demostramos que IL-1B aumentaba la expresion de BIRC3 investigamos si esta
citocina era capaz de modificar la supervivencia de las células U87MG, para ello incubamos
a las celulas en presencia de 10 ng/ml de IL-1 por 96 horas y al realizar conteo celular de las
células viables observamos que las células tratadas aumentaron un 27% la supervivencia en

comparacion de las células control.

El tratamiento con TMZ vy radioterapia (RT) son el paradigma de atencion estandar
actualmente establecido para todos los pacientes con GBM recién diagnosticado (Stupp et al.,
2005), sin embargo, también se han propuestos otros métodos como lo son las nitrosoureas
que han demostrado la capacidad de destruir células de glioma in vitro; sin embargo, la vida
media breve (~20 minutos) y la toxicidad sistémica de estas sustancias quimicas limitan su uso
clinico. Como alternativa, se ha utilizado la implantacion de obleas de polimero impregnadas
de carmustina (3-bis (2-cloroetilo)-1-nitrosourea) (obleas Gliadel®) dentro de la cavidad

quirurgica para liberar lentamente el agente quimioterapéutico localmente durante un periodo
54 | 67



de 2 a 3 semanas (Brem et al., 1995). Los ensayos de fase Ill han demostrado que la
implantacion de oblea Gliadel® después de la reseccion es un método seguro y eficaz para

tratar los GBM recién diagnosticados y recurrentes (Westphal et al., 2003).

Wang y colaboradores identificaron a BIRC3 como un sustituto de prondstico solido para la
resistencia al tratamiento con TMZ y RT en pacientes con GBM y demostraron que estos
mismos tratamientos inducen una regulacion positiva de la expresion del gen BIRC3 (Wang
et al, 2016). El grupo de Wagner evalud la viabilidad celular de diferentes lineas de glioma
tras el tratamiento con varios medicamentos contra el cancer, encontrando que el efecto que
ejerce TMZ sobre la viabilidad de las células U87MG es dependiente de la dosis y que a partir
de concentraciones de 100 puM existe una disminucién del 20% de la viabilidad en
comparacion con las células control y con la concentracion de 600 uM la viabilidad disminuia
un 40% (Wagner et al., 2013). A partir de estos datos utilizamos TMZ a concentraciones de
200 y 400 uM para tratar a nuestras células y determinar el efecto que tenia sobre la viabilidad
celular, los resultados que obtuvimos fueron similares ya que la viabilidad celular se redujo un
25% y un 40% para las concentraciones de 200 y 400 uM de TMZ respectivamente, cabe
recalcar que el grupo de Wargner trato a sus células por 144 horas con este firmaco mientras
que nosotros solo lo hicimos por 48 horas. Algo novedoso que reportamos es que cuando las
células fueron pretratadas con IL-1B y posteriormente tratadas con una combinacion de TMZ
e IL-1PB por 48 horas mas, la viabilidad celular no se vio tan afectada por la citotoxicidad del
farmaco, inclusive a una concentracion de 200 uM con 10 ng/ml de IL-1p la viabilidad se
recuperod a un nivel igual que las células control que no fueron tratadas con ningun farmaco,
lo que nos indica que IL-1B de alguna manera genera una quimiorresistencia a TMZ y que
podria estar relacionado con la sobreexpresion de BIRC3.

Los compuestos miméticos de Smac (SM) son una clase de tratamientos experimentales contra
el cancer que se dirigen contra clAP-1/2 y XIAP (LaCasse et al., 2008; Flygare & Fairbrother,
2010). El modo de accion de los miméticos en células cancerosas sensibles implica la union
de SM a los motivos BIR de las clAP, lo que induce la activacion de los dominios ligasa E3
de las clAP, generando su autoubiquitilacion y posterior degradacion proteosomal (Gaither et
al., 2007; Vince et al., 2007). Diversos estudios han demostrado que los SM disminuyen la
quimiorresistencia de las células tumorales a los quimioterapéuticos, por ejemplo, BV6
sensibilizo a las células de glioblastoma a Drozitumab esto a través de la inhibicion de las
proteinas IAP (Cristofanon et al, 2015), este mismo SM es capaz de sensibilizar a las células

de GMB a la citotoxicidad inducida por TMZ (Wegber et al., 2012), mientras que el SM
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AEG40730 que se une a clAP1/2, facilita su autoubiquitilacion y degradacion proteosomal
mejorando de esta manera la apoptosis celular (Bertrand et al., 2008). De manera
complementaria utilizamos al SM AZD5582 tanto en presencia como ausencia de IL-1p
durante 24 horas, nuestros resultados preliminares indican que el mimético de Smac no
interfiere con la transcripcion de BIRC3 y que al contrario estimula la sobreexpresion del
ARNmM que codifica para BIRC3 con un minimo de 3 veces a diferencia de las células no
estimuladas, sorprendentemente cuando las células son cotratadas con IL-13 y AZD5582 a una
concentracion de 10 uM se potencia el efecto sobre la expresion de BIRC3 a comparacion de
las células que solo fueron tratadas con el SM, a partir de estos datos nuestra propuesta es que
como SM AZD5582 se une a la proteina BIRC3 y genera su degradacion, las células tumorales
generan mas ARNmM que codifica para esta proteina como mecanismo de defensa para evitar

su muerte celular.

Survivina al igual que BIRC3 es otra IAP involucrada en la inhibicion de la apoptosis y la
regulacion del ciclo celular, estos atributos hacen que survivina sea una proteina Unica que
exhibe funciones divergentes, es decir regula la proliferacion y la muerte celular (Himani et
al., 2016) de la misma manera muchos de los tejidos tumorales sobre-expresan survivina en
comparacion con tejidos sanos controles (Velculescu et al., 1999) y esta sobreexpresion se
correlaciona con la progresion del tumor, resistencia a los medicamentos, periodos de
supervivencia mas cortos y mal pronostico (Li, 2013; Wu et al., 2005). De acuerdo con
nuestros experimentos encontramos que IL-1p a una concentracion de 1 y 20 ng/ml aumenta
la expresion del ARNm que codifica para survivina, siendo uno de los primeros grupos en

reportar que IL-1p es capaz de aumentar la expresion de esta otra IAP.

La activacion de la familia de NFkB inducen rédpidamente la regulacion positiva de genes
inflamatorios y antiapoptoticos, incluidos BIRC3, IL-6 e IL-1B (Wang et al., 1998). Las
citocinas proinflamatorias maestras IL-1B y TNF-a activan varias vias de sefializacion que dan
como resultado la estabilizacion de IL-6 y el aumento de la biosintesis de IL-6 (Spooren et al.,
2011). EIl papel crucial de la IL-6 en el desarrollo del glioma fue demostrado de manera
convincente por Weissenberger et al., quienes observaron que los ratones transgénicos que
expresaban el oncogen src en astrocitos no desarrollaron GBM en un entorno deficiente de IL-
6 (Weissenberger et al., 2014). La activacién de STAT3 mediada por IL-6 fomenta la
proliferacion e inhibe la apoptosis de las células GBM (Rahaman et al., 2002) incluidas las

células madre GBM donde STAT3 se identifico como un mediador posterior de la sefializacion
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de IL-6 pro-superviviencia (Wang et al., 2009). Ya que IL-1p al unirse a su receptor es capaz
de activar al factor de transcripcion NF«B y regular positivamente la transcripcion de genes
como IL-6, medimos el nivel de expresion del ARNm que codifica para esta interleucina a
partir de varias concentraciones de IL-1p y al igual que el grupo de Tanabe observamos que
desde una concentracion de 1 ng/ml de IL-1p existe una estabilizacion del ARNm que codifica
para IL-6 tres veces en comparacion a la células control y que este aumento llega a su maximo
en la concentracion de 10 ng/ml donde aumenta hasta 4 veces. La evidencia también respalda
que las células de glioma in vivo e in vitro son capaces de producir IL-1 (Lu et al., 2007;
Sasaki et al., 1998) y que la propia IL-1 es un potente inductor de la produccion de IL-1 en
células mieloides y en células de glioma humano (Lee et al., 1993; John et al., 2003). Estos
antecedentes nos llevaron a investigar si en nuestro modelo celular la IL-1p era capaz de
regular a la alza su propia transcripcion encontrando que solo a las concentraciones de 5y 40
ng/ml se aumentaba su expresion de manera significativa, esto a las 24 horas, sin embargo, al
realizar un curso temporal con la concentracion de 10 ng/ml concentracion a la cual no existia
un aumento en las transcripcion de esta molécula a las 24 horas encontrdbamos una respuesta
positiva a las 12 y 8 horas de tratamiento ya que la expresion aumentaba un poco mas de 2
veces en comparacion de las células que no estaban tratadas, esta demostracion nos ayuda a
afirmar que las células de glioblastoma humano son capaces de producir su propia IL-1p.
Finalmente reportamos en el presente trabajo que IL-1 no tiene ningun efecto sobre la
expresion de su propio receptor, sin embargo, existe una tendencia al aumento pero deberdn
realizarse mas experimentos para confirmar los resultados. Los antecedentes demuestran que
al igual que nosotros se han observado la expresion de IL-1R en células U87MG y que este
receptor también se encuentra en tejido y células de GBM (Sharma et al., 2011; Yeung et al.,
2013).

Hasta el momento no se utilizan inhibidores de IL-1p para el tratamiento contra el cancer sin
embargo existen diferentes propuestas de farmacos que se encuentran ya en ensayos clinicos
y que inhiben a diferentes niveles a esta interleucina por ejemplo, dado que la IL-1 se somete
a un mecanismo distinto de procesamiento y secrecion, la modulacién del eje de la IL-1 no
solo puede lograrse a través de estrategias convencionales como antagonistas del receptor,
anticuerpos bloqueadores del receptor (Anakinra) y anticuerpos neutralizantes (Canakinumab
y Xilonix) si no que puede también lograrse mediante la inhibicién del procesamiento de IL-
1B mediado por inflamosoma (Schuh et al., 2019) dentro de los cuales esta OLT1177, un

inhibidor potente y especifico de NLRP3 que ha mostrado hasta ahora buenos perfiles de
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seguridad (Marchetti et al., 2018) Sin embargo, actualmente no hay ensayos clinicos que

evallen los efectos potenciales de la inhibicién del inflamasoma en el cancer.

La promiscuidad de los receptores de ligandos de la familia IL-1 abre la puerta a otro enfoque
de tratamiento méas generalizado. La proteina accesoria del receptor de IL-1 (IL-1RACcP,
también denominada IL-1R3), por ejemplo, esta criticamente involucrada en la mediacion de
las funciones no solo de IL-1a e IL-1p, sino también de 1L-33 y las diferentes IL-36 (IL-36a,
IL-36p, IL-36y (Garlanda et al., 2013). El tratamiento con anticuerpos monoclonales dirigidos
a IL-1RACP puede inhibir la funcion de todas las citoquinas mencionadas (Hgjen et al., 2019).
CANO4, un anticuerpo totalmente humanizado para IL-1RACP se encuentra actualmente bajo
investigacion para el tratamiento de diferentes tumores sélidos (Millrud et al., 2020). Optar
por alguno de estos farmacos nos ayudaria a comprender mejor el efecto que IL-1p tiene sobre

la quimiorresistencia en las células US7MG.
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CONCLUSIONES

IL-1B estimula la expresion del ARNm que codifica para la proteina anti-apoptética
BIRC3 y este efecto depende tanto de la concentracion como de la duracién del
tratamiento

IL-1p altera la capacidad apoptdtica de las células U87MG, aumentando su
capacidad de supervivencia.

El pretratamiento de las células U87MG con IL-1p reduce el efecto citotoxico que
ejerce temozolamida

El mimético de Smac AZD5582 incrementa el ARNm que codifica para BIRC3 y
este efecto se ve potenciado cuando las células son co-tratadas con IL-13

IL-1B estimula la expresion del ARNm que codifica para Survivina, IL-6 y para la
propia IL-1p

Las células UB7MG expresan el ARNm del receptor de IL-1R1
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