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Resumen

El glioblastoma es un tumor cerebral agresivo con una sobrevivencia media menor de dos afios.
Las terapias actuales no siempre logran mejorar el pronostico y tienen diversos efectos
adversos. En estudios recientes, se ha descrito el papel de los micronutrientes en cancer;
compuestos como acidos grasos, vitaminas y elementos traza, poseen una actividad moduladora
en diferentes procesos celulares y debido a que en los pacientes oncoldgicos es comun el
consumo de suplementos alimenticios, es importante conocer que efectos tienen sobre el

desarrollo de cada tipo de céancer.

Las vitaminas hidrosolubles del grupo B, como piridoxina y cobalamina, son esenciales en el
desarrollo y mantenimiento del sistema nervioso. Estudios previos describen que la piridoxina
y la cobalamina tienen impacto sobre la proliferacion celular y apoptosis en diversas lineas

celulares neoplasicas.

En este estudio, se evaluo el efecto de la suplementacion con piridoxina y cobalamina en la
viabilidad de la linea celular de glioblastoma humano U87-MG, mediante el ensayo con cristal
violeta. Complementario a esto, se realiz6 un ensayo de tincion de ADN con yoduro de propidio
para evaluar el ciclo celular. Se evaluo la expresion de las proteinas Bcl-2 y caspasa 3 activa
mediante western blot, posterior a la suplementacion, y la expresion intracelular de caspasa 3

activa se compard con células no tratadas mediante citometria de flujo.

Los resultados demuestran que la piridoxina disminuye la viabilidad celular de una manera
dependiente de la concentracién y del tiempo, mientras que este efecto no se observé para la
cobalamina. No se observo arresto del ciclo celular y la expresion de Bcl-2 no fue
significativamente modificada por la suplementacion con estas vitaminas. La expresion de la
caspasa 3 activa aumento posterior a la suplementacion con piridoxina, pero no con cobalamina.
Por tanto, la suplementacion con piridoxina podria potencialmente inducir la apoptosis en las

células de glioblastoma.



Abstract

Glioblastoma is an aggressive brain tumor with a median survival rate of less than two years.
Current therapies seldom manage to improve the prognosis and have various adverse effects.
Recent studies have described the role of micronutrients in cancer, compounds such as fatty
acids, vitamins, and trace elements, have modulated activity in different cellular processes and
since consumption of food supplements is common in cancer patients, it is important to know

their effects on cancer development.

Water-soluble vitamins from the B group, such as pyridoxine and cobalamin, are essential in
the development and maintenance of the nervous system. Previous studies have described that
pyridoxine and cobalamin have an impact on cell proliferation and apoptosis in various
neoplastic cell lines.

In this study, the effect of pyridoxine and cobalamin supplementation on the viability of the
human glioblastoma cell line U87-MG was evaluated by the crystal violet assay. In addition,
DNA staining assay with propidium iodide was performed to evaluate the cell cycle. Expression
of Bcl-2 and active caspase 3 was evaluated by western blot after supplementation, and

intracellular expression of active caspase 3 was compared to untreated cells by flow cytometry.

The results demonstrated that pyridoxine decreases cell viability in a concentration- and time-
dependent manner, whereas this effect was not observed for cobalamin. Cell cycle was
evaluated, and cell arrest was discarded, and Bcl-2 expression was not significantly modified
by supplementation with these vitamins. The expression of active caspase 3 increased after
supplementation with pyridoxine, but not with cobalamin. Therefore, pyridoxine

supplementation could potentially induce apoptosis in glioblastoma cells.



1. Antecedentes:

1.1. Céncer
El cancer es una enfermedad multifactorial con una amplia gama de manifestaciones clinicas.
La causa de esta multiplicidad es que existen diversos cambios en los procesos celulares que
originan el cancer. Independientemente del tipo de cancer y la causa de este, todos los tipos de
cancer comparten, a nivel celular, algunos rasgos generales que se han estudiado y se han
denominado sellos caracteristicos del cancer o “hallmarks”. Estos sellos fueron postulados por
Hanahan y Weinberg (1), quienes describieron seis caracteristicas que le pueden otorgar a las
células la capacidad de ser tumorigénicas, las cuales son: sefializacion proliferativa sostenida,
evasion de los supresores de crecimiento, resistencia a la muerte celular, induccion de
angiogenesis, inmortalidad replicativa y activacion de invasion y metastasis (1). Mas adelante,
se afiadieron la reprogramacion del metabolismo energético y la evasion de la respuesta
inmunoldgica (2). Estos rasgos se adquieren cuando en el genoma celular surgen cambios
epigenéticos y genéticos que alteran el funcionamiento normal; la inestabilidad genética
también puede ser considerada un sello caracteristico del cancer, ya que tiene como
consecuencia directa que el genoma se modifique, y que la célula adquiera un perfil protemico
que permita la proliferacion acelerada y desregulada, que progresa a una alteracion
organizacional y pérdida de funcionalidad de los tejidos con consecuencias fisiologicas

perjudiciales.

De acuerdo con la Organizacién Panamericana de Salud (OPS), el cancer es la segunda causa
de muerte en el continente americano. En el afio 2019, tan solo en México se reportaron mas de
190 mil casos de cancer y 83 mil muertes debido a la misma patologia. En la actualidad, gracias
a los avances en los métodos diagnosticos y terapéuticos, existen tratamientos exitosos para
algunos tipos de cancer. Es comin la combinacion de radioterapia y quimioterapia y, en algunos
casos, intervencion quirdrgica. Los tratamientos actuales de quimioterapia presentan una gran
cantidad de efectos secundarios por su poca especificidad hacia las células cancerigenas, lo que

disminuye la calidad de vida de los pacientes (3).

1.2. Glioblastoma
Uno de los tipos de cancer que presenta un mayor reto para su tratamiento es el glioblastoma,
el cual es un tipo de glioma caracterizado por un crecimiento tumoral agresivo en el cerebro, lo

que complica la intervencion quirdrgica y, debido a la baja permeabilidad de la barrera
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hematoencefélica, hay una baja disponibilidad de la mayoria de los farmacos en el sitio de

accion requerido.

Los gliomas se originan en las células gliales del cerebro y en médula espinal. Se pueden
clasificar en grados acorde con las observaciones patolédgicas de atipia nuclear, comportamiento
mitotico, microvasculatura y necrosis (4). En el primer grado se encuentran tumores usualmente
pediatricos y de lento crecimiento; el glioma de segundo grado se caracteriza por ser benigno,
de bajo crecimiento y comUnmente padecido por adultos; el de tercer grado es un tumor
maligno; las células que lo componen son menos diferenciadas, agresivas y de rapido
crecimiento, en tanto que el glioma de cuarto grado o glioblastoma multiforme, es un tumor
difuso de células gliales que puede propagarse mas rapidamente, es altamente agresivo y
desafortunadamente es el tumor de sistema nervioso central con mayor incidencia en la
poblacion adulta, con una supervivencia media del 5.5% durante los 5 afios posteriores al

diagnostico (5).

Las ceélulas gliales que se transforman a células cancerigenas son los astrocitos,
oligodendrocitos y ependimocitos, por lo que acorde con esta histopatologia, se denomina al
glioma como astrocitoma, oligodendrocitoma, oligoastrocitoma, tumor ependimal o neuro-glial
(6). Los glioblastomas presentan una histologia diversa, por lo que es complicado clasificar
algunos casos bajo esta categoria. Nuevos estudios han podido describir la biologia molecular
de los tumores gliales y se han encontrado ciertas mutaciones que se encuentran comdnmente
en las células de glioblastoma, como la delecion 1p/19q y la mutacién en la enzima isocitrato
deshidrogenasa (IDH). Las mutaciones en los genes IDH1 e IDH2 estan asociadas con un mejor
pronostico de supervivencia en tumores malignos de glioblastoma, y son mas comunes en

tumores secundarios de bajo grado (7).

En 2016, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) generd una nueva clasificacion de 5

grupos de tumores por sus caracteristicas de morfologia y genética (Tabla 1.) (8).



Tabla 1. Clasificacion de glioblastoma.

Morfologia Mutaciéon IDH Delecion genética Incidencia del
total de
Glioblastomas
Glioblastoma No mutada - 90%
Astrocitoma difuso/ No mutada -
Anaplasico
Astrocitoma difuso/ Mutante - 10%
Anaplasico
Oligodendroglioma / Mutante -

Oligodendroglioma

anaplésico

Oligodendroglioma / Mutante Delecion 1p19q
Oligodendroglioma

anaplasico

Constructo del autor con informacion de la OMS (8).

Se han descrito mutaciones adicionales en diferentes genes que controlan procesos de
proliferacion, como el receptor del factor de crecimiento epitelial (EGFR), el receptor alfa del
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGRA), la neurofibromina 1 (NF1), la homdlogo
fosfatasa y tensina (PTEN), la fosfoinositol 3-cinasa (P13K), la cinasa inhibidora dependiente
de ciclina 2A/B (CDKN2A/B), el retinoblastoma 1 (RB1), la telomerasa transcriptasa inversa
(TERT) y el factor de transcripcién P53 (TP53) (7).

La multiplicidad de las mutaciones en glioblastoma contribuye en gran medida al poco éxito
que presentan los diversos agentes quimioterapéuticos. El tratamiento de primera eleccion para
glioblastoma es la reseccion quirdrgica, seguida de radioterapia y quimioterapia con
temozolomida. Se han implementado diferentes esquemas de tratamiento e incluso terapias
dirigidas contra la angiogénesis, como el anticuerpo monoclonal Bevacizumab®, que se une al
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). Sin embargo, este tratamiento presenta una
gran cantidad de efectos secundarios y no aumenta la supervivencia media de los pacientes (9),
por lo que el tratamiento de eleccidn sigue siendo el agente alquilante temozolomida. Este
compuesto sufre una conversion quimica a tiazenoimidazol carboxamida activa (MTIC), que
gjerce una actividad citotoxica al alquilar las moléculas de guanina en la posicion N’y Q% y

también en la base purica adenina en la posicion N3, bloqueando la transcripcion y replicacion
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celular. Adicionalmente, se activan los mecanismos de reparacion de ADN, que incluyen la
escision de bases (BER), reparacion de ruptura de hebra sencilla (SSBR) y reparacion de mal-
apareamiento (MMR) (10). En general, estos mecanismos confieren cierta resistencia ante el
farmaco, por lo que pueden presentar un blanco terapéutico potencial y a su vez pueden
contribuir a la inestabilidad genética, al no realizar una reparacion fidedigna de la cadena de
ADN.

Otros mecanismos de quimioresistencia presentes en glioblastoma son las bombas de eflujo,
que disminuyen la cantidad de fa&rmaco dentro de la célula; la activacion de la via JAK/STATS,
que mantiene las caracteristicas de troncalidad y; la expresion de la enzima metilguanin-O°®-
metiltranferasa (MGMT), que cataliza la remocion de grupos alquilo de la base guanina. Se ha
comprobado que la presencia de esta enzima contrarresta los efectos de los agentes alquilantes.
De manera importante, también se han estudiado las modificaciones epigenéticas del promotor
de MGMT, asociandose una metilacion del promotor y por la pérdida de la expresion de

MGMT, con una mejor respuesta al tratamiento con temozolomida (7).

1.3. Heterogeneidad clonal en glioblastoma
No existe un unico fenotipo de glioblastoma; incluso en un mismo paciente existen diferencias
intratumorales, lo que significa que no todas las células que componen un mismo tumor son
idénticas. A esto se le conoce como heterogeneidad clonal. Existen factores como la
inestabilidad genética, el microambiente tumoral e incluso la terapia farmacolégica dirigida a
mecanismos de replicacion de material genético, que causan alteraciones en el genoma; cuando
ocurre la divisidn celular, estas mutaciones y cambios epigenéticos pueden ser conservados por
las células hijas y estas células a su vez, pueden adquirir nuevas mutaciones, obteniendo un
fenotipo carcinogénico. EI modelo de evolucién clonal postula que aquellas células con las
mutaciones que confieran mas ventajas de supervivencia y proliferacion seran seleccionadas y

resultaran siendo las clonas predominantes (11).

Para el glioblastoma y otros tipos de cancer cerebral, la heterogeneidad clonal se ha descrito
con un modelo no mutuamente exclusivo del descrito previamente, que se atribuye a la
presencia de células con propiedades troncales. Para glioblastoma, éstas se han denominado
células troncales de glioblastoma (GSCs), que son células poco diferenciadas que mantienen el
reaprovisionamiento de células tumorales (7) y, si bien se pueden diferenciar a células sin

potencial tumorigénico, siguen siendo las responsables de la progresion de la enfermedad. Los
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tratamientos idealmente se deberian enfocar en la erradicacion de las GSCs; sin embargo, estas
células pueden presentar mecanismos de quimioresistencia y plasticidad sujetos a sefiales del

microambiente (7).

Las modificaciones epigenéticas son un control adicional de la expresidn genética, comunmente
referidas como una especie de etiqueta o marca, que cambia la accesibilidad de los genes para
los factores de transcripcion. Existen modificaciones directamente sobre el ADN o en las
histonas. La metilacion de la base citosina (5mC) es la modificacion mas comun sobre el ADN;
las secuencias genéticas susceptibles a esta metilacion son las regiones promotoras.
Corresponden asimismo a las regiones ricas en citosina (islas CpG); cuando se encuentran
metiladas, la trascripcion no es posible. Es importante remarcar que estas modificaciones son
reversibles, pueden ser removidas mediante el mecanismo de BER y existen proteinas
encargadas de transferir el grupo metilo, ADN-metiltransferasas, y otro grupo de enzimas
denominadas TET por sus siglas en inglés “ten eleven translocation” (traslocacion diez once)

gue remueven el grupo metilo (12).

1.4. Modificaciones epigenéticas en glioblastoma
El acceso a la informacion genética también se regula mediante la remodelacion de la
cromatina, que se lleva a cabo con la adicion de grupos metilo o acetilo, principalmente en los
amino&cidos béasicos de las histonas. La metilacion de histonas se asocia con la represion de la
expresion genética; en cambio, si ocurre en residuos de arginina o lisina, puede activar la
transcripcion. La metilacién en histonas es llevada a cabo por un grupo de enzimas
denominadas histonas metiltransferasas (HMT), las cuales requieren de un grupo donador de
metilo; esta marca es igualmente reversible, ya que existen diversas proteinas que remueven

esta modificacion, como la desmetilasa especifica de lisina (LSD-1) (13).

La importancia de estas modificaciones es la regulacion de la expresion y por tanto, el programa
celular, por lo que son claves para el desarrollo, diferenciacion y regulacion de genes de
pluripotencia (14). Varios patrones de metilacion son heredados, especialmente aquellos
involucrados en desarrollo embrionario, cuya principal finalidad es la transmision de los
fenotipos de los progenitores (15), pero los cambios epigenéticos son mas frecuentes que los
cambios en la secuencia de ADN (16). La reversibilidad de estas modificaciones permite que
la célula se adapte a sefiales extracelulares, por lo que se considera que la epigenética es el
intermediario entre el ambiente y el genoma (17).
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En el estudio del cancer, estas modificaciones son relevantes ya que existe una diferencia entre
la presencia de patrones de metilacion/acetilacion de histonas y metilacion de ADN en células
tumorales y células con un fenotipo normal. En la mayoria de los casos predomina un estado
de hipometilacion (18). Estas diferencias pueden contribuir significativamente al fenotipo
tumorigénico, ya que la modificacion de la accesibilidad de los factores de transcripcion
controla el silenciamiento o la expresion al alza de proteinas, y si se consideran las diferentes
sefiales del microambiente tumoral, puede explicarse la generacion de heterogeneidad clonal
(19). Los patrones epigenéticos en los subtipos de glioblastoma son diferentes entre si (20). El
estado de hipometilacion en algunas regiones promotoras o en intrones en células de
glioblastoma de origen mesenquimal es contrastante con el estado de hipometilacién que

presentan las células de glioblastoma con mutacion IDH-1. (21).

Existe una interrelacion entre las modificaciones epigenéticas y el metabolismo en el
glioblastoma. Esto se hace evidente ya que las regiones promotoras de enzimas glucoliticas,
como enolasa-2 (ENO2), gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), hexocinasa-3
(HK3) y L-lactato deshidrogenasa A (LDHA), se encuentran hipermetiladas en las células de
glioblastoma con IDH1 mutante. Estas células, a su vez, producen 2- hidroxi-glutarato, que
inhibe la accién de la demetilasa de ADN TET2 y de las desmetilasas de histonas JHDM1 y
KDM4 (22).

1.5. Reprogramacion metabdlica en glioblastoma
La reprogramacion del metabolismo es un sello caracteristico del cancer que permite suplir a
las células con la energia y precursores para la sintesis de nucleétidos, lipidos y proteinas
requeridos para mantener la tasa elevada de crecimiento y proliferacion. Se modifica la
asignacién de metabolitos para favorecer ciertas rutas metabdlicas sobre otras y adicionalmente,
los metabolitos contribuyen al microambiente tumoral (2). En las células de glioblastoma existe
una fosforilacion oxidativa disfuncional y la via de obtencion de energia preferente es la
glucdlisis anaerobia, denominado efecto Warburg, produciendo lactato, en parte por la
sobreexpresion de LDHA. Otra ruta que esta relacionada con el fenotipo de cancer es la
glutamindlisis dirigida por el oncogén c-Myc, donde el aminoacido glutamina es metabolizado
hacia glutamato y alfa-cetoglutarato; cabe mencionar que este Gltimo es estructuralmente

similar a 2- hidroxi-glutarato (23).
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Los productos metabélicos de las vias energéticas y de metabolismo que se encuentran elevados
en las células cancerigenas a comparacion a una célula normal, se denominan oncometabolitos,
compuestos como 2-hidroxiglutarato, glucosa, fumarato, succinato, sarcosina, glutamina,
asparagina, colina y lactato. La sobreproduccion de estos compuestos evidencia la alteracion
metabolica de las células tumorales y pueden ser utilizados como biomarcadores en el

diagnostico y caracterizacion de cancer (24).

1.6. Apoptosis en glioblastoma
El proceso de apoptosis es requerido para la eliminacion de células dafiadas o que terminan su
vida til. La apoptosis es un proceso controlado en el que se forman fragmentos celulares, que
posteriormente son fagocitados por macréfagos. El inicio de la apoptosis puede ocurrir
mediante dos vias (Figura 1): la via intrinseca, también denominada apoptosis mitocondrial,
puede ser resultado de sefiales de estrés intracelular. Inicia cuando la membrana externa de la
mitocondria pierde integridad, ya sea por una despolarizacion, ruptura o bien permeabilizacion
por las proteinas proapoptoticas BAX 'y BAK, lo que libera al citoplasma el citocromo C, factor
inductor de apoptosis (AIF), endonucleasa G, y Smac/diablo; a su vez, se detiene la produccion
de ATP de la fosforilacidn oxidativa. A continuacion, hay una formacion del complejo proteico
denominado apoptosoma, que convierte la procaspasa-9 a su forma activa caspasa-9, que es la
molécula que activa a la caspasa efectora caspasa-3, que activa endonucleasas que degradan el
ADN. En la ruta caspasa independiente, AIF y la endonucleasa G actdan a nivel nuclear,
fragmentando el ADN, lo que irremediablemente conduce a muerte celular (25), por lo que la
perdida de la integridad del material genético es ampliamente usada como un marcador de

apoptosis.
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Figura 1. Vias de la apoptosis: Constructo del autor. Modificado de Ashkenazi A, et al. (25).

El proceso de apoptosis extrinseca esta mediada por la sefializacion transmembranal de
receptores, como el receptor del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y receptor de FAS, que
se asocian a dominios intracelulares TRADD y FADD, respectivamente. Activan la procaspasa-
8 a su forma activa caspasa-8, siendo la caspasa activadora de la via extrinseca; esta activa a las
caspasa-7, caspasa-6 y caspasa-3. Después, ambas vias convergen en el mismo mecanismo de

activacion de endonucleasas (25).

El proceso de apoptosis esta regulado por proteinas de la familia Bcl-2. Todos los miembros de
esta familia contienen al menos un dominio BH. Dentro de esta familia hay factores pro-
apoptéticos que contienen solo el dominio BH3, como BAD, BID, BIK, BMF, HRK, NOXA 'y
PUMA, y factores anti apoptéticos, como BCL-2, BCL-X, BCL-W, MCL-1 y BFL-1/A1,
ademas de otros factores que forman poros en la mitocondria, por lo que su funcién es a favor
de la apoptosis, como BAK, BAX y BOK (26).

La apoptosis es una respuesta normal a diversas situaciones celulares, como dafio en el material
genético, falta de nutrientes e hipoxia, pero las células cancerigenas tienen mecanismos que les
permiten evadir la muerte celular, por lo que los tratamientos farmacoldgicos se disefian con el

objetivo de interrumpir el funcionamiento de los procesos celulares esenciales y conducir a la
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célula a apoptosis; o bien, estan dirigidos contra los procesos celulares desregulados que les
confieren ventajas de proliferacion, pero no hay un nivel de especificidad que permita
discriminar una célula cancerigena de una célula normal, por lo que hasta el momento los
tratamientos quimioterapéuticos estdn acompafados de una plétora de efectos adversos, como
vomito, anorexia, ulceras bucales, sindrome de mano-pie, perdida del cabello, etc. (27).

Entender el proceso de apoptosis nos brinda informacién de los cambios en la sefializacion
celular o de estrés a los que son susceptibles las células carcinogénicas, con el objetivo de
disefar terapias mas efectivas contra el cancer. Un ejemplo es la induccion del proceso de
apoptosis en células de glioblastoma, que puede ser iniciada por el &cido dicloro acético (DCA),
que es un inhibidor de la piruvato deshidrogenasa cinasa (PDK). La sobreexpresion de PDK en
las células tumorales restringe el ciclo de los acidos tricarboxilicos que ocurre en mitocondria,
porque fosforila e inactiva la piruvato deshidrogenasa (PDH). El tratamiento con DCA permite
restituir la actividad mitocondrial, lo que provoca acumulacion de especies reactivas de oxigeno
y conduce a la célula a apoptosis por via intrinseca y como consecuencia, reduce el tamafio
tumoral (28). Asimismo, el proceso de apoptosis por la via extrinseca y la inhibicién de la
proliferacion celular, que es causado por un inhibidor del canal i6nico de calcio TRPCS3, resulta
en un decremento de la capacidad de crecimiento tumoral en células de glioma en un modelo

de xenotrasplante (29).

1.7. Los micronutrientes y el cancer

Los micronutrientes son compuestos requeridos en diversos procesos celulares, por lo que
deficiencias de estos compuestos tienen manifestaciones clinicas y alteran la funcion
inmunoldgica (30). Una dieta balanceada puede proveer los requerimientos nutricionales
minimos; sin embargo, adicional a los eventos adversos del tratamiento, el curso de la patologia
en cancer por si sola implica un estado de salud precario. Los tumores pueden contribuir de
manera sistémica, secretando hormonas, proteinas catabdlicas y citocinas inflamatorias, como
el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), la interleucina 1 beta (IL-1p), y la IL-6, provocando
un deshalance energético y catabdlico que puede llevar a un estado de malnutricion,
comprometiendo el estado inmunitario y la tolerancia al tratamiento (27).

Ya que los micronutrientes son requeridos para el correcto funcionamiento de diversos procesos
celulares, fungen como cofactores y precursores en la sintesis de biomoléculas. Poseen la

ventaja de tener un indice terapéutico elevado, lo que implica que dificilmente presentan efectos
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secundarios. incluso a dosis altas. Adicionalmente, existen estudios referentes a la interferencia
de la quimioterapia sobre la accion de micronutrientes como L-carnitina, vitaminas del grupo
B, acido folico y elementos traza, como selenio y magnesio, que tiene como resultado

complicaciones adicionales durante el tratamiento del cancer (31).

A esta serie de evidencias se suman diversos estudios sobre el efecto antitumoral de los
micronutrientes en células neoplasicas. Si bien estos estudios brindan evidencia sobre los roles
de los micronutrientes en la modulacion procesos celulares, hasta el momento, el uso de
suplementos alimenticios, complejos multivitaminicos y compuestos antioxidantes en los
pacientes oncoldgicos es una practica empirica, ya que no hay estudios especificos para cada
micronutrimento y cada tipo de cancer, por lo que es imposible adecuar la suplementacion de

manera personalizada.

Entre los micronutrientes mas estudiados por su capacidad antioxidante se encuentra la familia
de compuestos comunmente referidos como vitamina E. Los tocotrionoles son una subclase
perteneciente a este grupo, pueden inducir muerte celular en células neoplésicas epiteliales
mamarias. El compuesto gamma-tocotrienol eleva la cantidad de caspasa-8 y caspasa-3, lo que
desencadena la fragmentacion del ADN como paso final del proceso de apoptosis. Uno de los
posibles mecanismos es la disminucién de la proteina antiapoptdtica FLIP, como consecuencia
de la activacion de la via PI3K/PDK/Akt (32). En contraste, un estudio clinico de cancer de
préstata demostrd que el alfa tocoferol, también perteneciente al grupo de la vitamina E, carece

de un efecto protector (33).

El grupo de los &cidos grasos poliinsaturados, micronutrientes requeridos para la formacion de
fosfolipidos, tienen actividad antitumoral en células de carcinosarcoma de rata, especificamente
el acido gamma linoleico y el acido eicosapentanendico. Ambos micronutrientes promueven la
liberacion de citocromo C y la fragmentacion del ADN, por la activacion de la via intrinseca de

la apoptosis (34).

Los elementos traza, como el selenio y magnesio, entre otros, también son considerados
micronutrientes. Un estudio realizado sobre cancer de mama aporta que el selenio en exceso
perjudica a las células tumorales, pero no a las células normales, debido al metabolismo anormal
de la cisteina presente en células tumorales (35). Es relevante considerar que el efecto que tiene

la suplementacion va de la mano con los factores de concentracion y tiempo de exposicion.
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1.8. Vitaminas
Las vitaminas son micronutrientes organicos requeridos para el correcto desarrollo y
funcionamiento celular. Se adquieren a través de la dieta y principalmente son cofactores de
enzimas en reacciones metabolicas; sin embargo, estudios recientes han brindado evidencia de
que las vitaminas tienen diversas actividades a nivel celular que pueden ser beneficiosas o
perjudiciales en procesos patologicos, como el cancer. Tal es el caso de la vitamina C, que
incrementa los niveles de 5-hidroximetil-citosina (5ShmC), ya que tiene un papel como cofactor
de dioxigenasas TET. La 5hmC es una modificacidn epigenética de metilacion sobre el ADN,
por lo que modifica la expresion de genes y se asocia con la inhibicion del crecimiento tumoral
en cancer de vejiga (36). En contraste, el exceso de tiamina (vitamina B1) promueve la sintesis
de la enzima que cataliza la reaccion bidireccional de fructosa 6-fosfato a pentosa 5-fosfato en
la via energética de las pentosas, por lo que favorece el crecimiento tumoral y deberia de

limitarse la ingesta en pacientes oncoldgicos (37).

Estos estudios ponen en evidencia la necesidad de realizar estudios de los efectos que tienen
los micronutrientes bajo el contexto especifico de cada tipo de cancer, ya que alrededor del 48%
de los pacientes consumen suplementos alimenticios y vitaminicos, en algunos casos sin
conocimiento del médico tratante (27), lo que podria resultar ser una suplementacion

inadecuada.

1.9. Vitaminas del grupo B
Para los tumores originados en tejido nervioso como el glioblastoma, las vitaminas del grupo
B, en particular, resultan relevantes, ya que estas vitaminas son requeridas para el correcto
desarrollo y funcionamiento del sistema nervioso. La deficiencia de estas vitaminas tiene como
consecuencia disrupcion de la mielinizacion en las células nerviosas y favorece procesos

inflamatorios (38).

El grupo de vitaminas B estd compuesto de 7 vitaminas: tiamina (vitamina B1), riboflavina
(vitamina B2), niacina (vitamina B3), acido pantoténico (vitamina B5), piridoxina (vitamina
B6), acido fdlico o folato (vitamina B9) y cobalamina (vitamina B12) (39). Se ha descrito el rol
de este grupo de vitaminas en el mantenimiento del correcto funcionamiento mitocondrial, ya

que intervienen en diversas reacciones enzimaticas que ocurren en la mitocondria (40). A
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continuacion, se mencionan los principales procesos en los que participan cada una de las

vitaminas del complejo B (Tabla 2).

Tabla 2. Funciones principales de las vitaminas del complejo B. (Modificado de Shayne, 2000) (39).

Vitamina

Nombre quimico

Principales funciones

Bl

Tiamina

La forma activa es tiamina pirofosfato. Esta involucrada
en el catabolismo de carbohidratos, sintesis de acidos
grasos, acidos nucleicos y acetil colina. Tiene un papel
en el transporte de sodio para la transmision de

impulsos neuronales.

B2

Riboflavina

Cofactor en reacciones oxido reduccion, oxidacion de

grasas Yy carbohidratos, y reabastecimiento de glutation,

B3

Niacina

Forma parte las coenzimas nicotinamida adenina
dinucle6tido (NAD) y nicotinamida adenina
dinuclettido fosfato (NADP), involucradas en la
oxidacion de carbohidratos, sintesis de proteinas y

grasas.

BS

Acido Pantenoico

Forma coenzima A, factor de sintesis de esteroides,

compuestos acetilado y prostaglandinas.

B6

Piridoxina

La forma activa es el piridoxal fosfato. Esta involucrado
en el metabolismo de aminoéacidos, neurotransmisores

y en el catabolismo del glicdgeno.

B9

Folato

Formacion de globulos rojos y leucocitos, cofactor para
la produccion de colina y metionina y sintesis de ADN.

B12

Cobalamina

Cofactor del metabolismo del folato y metabolismo de

carbono para la sintesis de acidos nucleicos

Existe un didlogo de sefializacion molecular entre la mitocondria y el ndcleo. Se ha descrito la

sefializacion retrograda, donde la mitocondria sefializa hacia el nucleo. Asi, lo que sucede a

nivel mitocondrial produce cambios a nivel nuclear, como activacion de las vias de sefializacion

de NF-«B, que subsecuentemente tiene efectos en los factores de transcripcion AP-1y SP1 (41,

42). Estos dos ultimos factores de transcripcion se relacionan con el proceso de apoptosis. Dado

que las vitaminas B participan en la produccion de diferentes metabolitos mitocondriales, que

posteriormente sefializan en la comunicacion mitocondrial-nuclear, se infiere la intervencion
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de estas vitaminas en procesos como la sefializacion del factor inducible por hipoxia-1 (HIF-
1), un factor clave para la sobrevivencia de células en condiciones de hipoxia y un promotor de

la angiogénesis y en cambios epigenéticos de metilacion, tanto de ADN como de histonas (40).

1.10. Piridoxina y cobalamina
Este estudio se enfoca en las vitaminas piridoxina y cobalamina, ya que estan implicadas en
procesos celulares claves de metabolismo y sintesis de biomoléculas en el sistema nervioso. La
piridoxina esta involucrada en la sintesis de NAD™ y del grupo heme, y es cofactor en reacciones
del metabolismo energético (43). Esta vitamina, junto con otros compuestos derivados, como
piridoxal y piridoxina-5-fosfato, han probado ser capaces de inducir citotoxicidad en lineas
celulares neoplasicas derivadas de tejido nervioso (SHSY5Y). A mayor concentracion, mayor
es la expresion de BAX y caspasa 8, ambas proteinas pro-apoptoticas (44); estudios realizados
sobre distintas lineas celulares, como melanoma murino (B16 y B16F10), melanoma humano
(M21-HPB), hepatoma (HepG2), linfoma promonocitico y cancer gastrico, brindan evidencia
de la disminucién de la proliferacion celular y el crecimiento celular debido a la suplementacion
con piridoxina en un rango de concentracion de 0.5 mM a 5 mM (45,46). Recientemente se
describid que la piridoxina es capaz de activar la via de sefializacion de PKM2-Nrf2 (47), cuya
activacion no solo se limita a la expresion de genes a favor de la proteccidon contra estrés
oxidante; también esta relacionada con procesos como protedlisis, autofagia, respuesta a

proteinas no plegadas y biogénesis mitocondrial (48).

Por su parte, la cobalamina es la vitamina mas grande y compleja de este grupo. Es cofactor en
procesos de degradacion de acidos grasos y de aminoéacidos, sintesis de glutation y de manera
importante, participa en la conversion de metilmalonil-CoA a succinil-coA, como cofactor
requerido de la enzima metilmalonil-coenzima A mutasa (MUT). Adicionalmente, en
citoplasma, la cobalamina es cofactor en la transformacion de homocisteina a metionina y
produccién de tetrahidrofolato (THF) por transmetilacion mediada por metiltetrahidrofolato
(MTHF), que lleva a cabo la enzima metionisintasa (MS) (49). A nivel celular, la acumulacién
de homocisteina causa estrés en el reticulo endopladsmico y disfuncion lisosomal (50).

Las lineas de cancer de mama humano T47D y MCF-7 presentan inhibicion de crecimiento y
un aumento de células apoptéticas de hasta el 44% al ser suplementadas con compuestos como
cobalamina, folato, colina y metionina, que contienen un grupo metilo y son denominados

lipotropos. Un resultado prometedor es que, en la linea celular T47D, la proteina antiapoptotica
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Bcl-2 se encuentra disminuida posterior a la suplementacion con cobalamina a una
concentracion de 1400 nM (51).
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2. Planteamiento del problema
El cancer se define como una serie de alteraciones a nivel celular que afectan la proliferacion,
crecimiento, muerte y diferenciacion de las celulas, pudiendo afectar a diferentes 6rganos y
originar una gran variedad de manifestaciones clinicas. Debido a la multiplicidad de la

desregulacion celular, existe un verdadero reto en el desarrollo de tratamientos farmacoldgicos.

Dentro de los tipos de cancer con un menor pronostico de supervivencia esta el glioblastoma,
que es un cancer cerebral originado por las células gliales. En adultos, se presentan con mayor
incidencia, representando el 27% de los tumores cerebrales primarios. Debido a la localizacion
y a la heterogeneidad genética, la mayoria de los pacientes con glioblastoma, ain con la ayuda

de terapia farmacologica, tienen una esperanza de vida menor a 2 afos.

En estudios recientes, se ha descrito la actividad anticancerigena de algunos nutrimentos como
acidos grasos y vitaminas, relacionandola con la modulacion de procesos celulares como el
ciclo celular y apoptosis. Especificamente, la piridoxina y la cobalamina actian como
coenzimas y cofactores para llevar a cabo la biosintesis de &cidos nucleicos y el metabolismo
energético, donde los productos derivados de estas rutas metabolicas pueden sefializar para
promover o inhibir la muerte celular. Estudiar in vitro la suplementacién con piridoxina y
cobalamina a diferentes concentraciones y su efecto sobre la apoptosis en una linea celular de
glioblastoma, puede brindar evidencia del uso de estas vitaminas como un tratamiento

alternativo coadyuvante a la terapéutica actual.

Pregunta de investigacion:

1.- ¢(Qué efecto tiene la suplementacion in vitro con piridoxina y cobalamina a diferentes

concentraciones sobre la expresion de proteinas relacionadas con la apoptosis en una linea

celular de glioblastoma humano?
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3. Hipotesis

Hipotesis alternas:
e La suplementacion in vitro con piridoxina modifica la expresion de proteinas
relacionadas con la apoptosis en la linea celular de glioblastoma humano U-87 MG.
e La suplementaciéon in vitro con cobalamina modifica la expresion de proteinas

relacionadas con la apoptosis en la linea celular de glioblastoma humano U-87 MG.

Hipotesis nulas:
e La suplementacion in vitro con piridoxina no modifica la expresion de proteinas
relacionadas con la apoptosis en la linea celular de glioblastoma humano U-87 MG.
e La suplementacion in vitro con cobalamina no modifica la expresién de proteinas

relacionadas con la apoptosis en la linea celular de glioblastoma humano U-87 MG.
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4. Objetivos

General:

Analizar los cambios en la expresion de proteinas relacionadas con apoptosis en la linea
celular de glioblastoma humano U-87 MG suplementada con diferentes concentraciones

de piridoxina y cobalamina.

Especificos:

Determinar la expresion basal de las proteinas caspasa 3 activa y Bcl-2 en la linea celular
de glioblastoma humano U-87 MG por medio de la técnica de western blot.
Determinar la expresion de las proteinas caspasa 3 activa y Bcl-2 en la linea celular de
glioblastoma humana U-87 MG posterior a la suplementacion con piridoxina y/o
cobalamina, por medio de western blot.

Evaluar los cambios en la viabilidad de la linea celular U-87 MG posterior a la
suplementacion con piridoxina y/o cobalamina, a diferentes tiempos y diferentes
concentraciones, mediante el ensayo de cristal violeta.

Determinar si la expresion intracelular de caspasa 3 activa aumenta posterior a la
suplementacion con piridoxina, mediante citometria de flujo.

Evaluar el ciclo celular posterior a la suplementacion con piridoxina y/o cobalamina,

mediante una tincién con yoduro de propidio, por citometria de flujo.
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5. Justificacién

De acuerdo con la OMS, en 2018 hubo 18 millones de casos nuevos de cancer. Dependiendo
del tipo de cancer, la tasa de sobrevivencia es muy variable. Alrededor del 28% de los pacientes
inicia un tratamiento con quimioterapia, donde se presentan diversos efectos adversos que,
aunados al curso patoldgico del cancer, pueden inducir en el paciente un sindrome de anorexia-
caquexia y una deficiencia nutricional, lo que aumenta el riesgo de complicaciones e incluso

puede impactar la adherencia al tratamiento.

El glioblastoma multiforme es el tumor cerebral primario con mayor incidencia en adultos y
debido a su agresividad, el prondstico de sobrevivencia es bajo. En promedio, el tratamiento
con temozolomida aumenta la supervivencia de los pacientes un par de meses y actualmente no
existe una alternativa mas efectiva. La calidad de vida de los pacientes disminuye
considerablemente debido a la propia sintomatologia de los tumores cerebrales y los efectos
adversos del tratamiento, lo que demanda la investigacion de opciones mas efectivas y seguras

para el tratamiento de este padecimiento.

Se ha reportado que la suplementacion con micronutrientes se presenta en 48% de los pacientes
oncoldgicos, tomando en cuenta el consumo de vitaminas, elementos traza y acidos grasos; sin
embargo, es necesario estudiar el efecto de la suplementacion en el contexto especifico del tipo
de céancer. La piridoxina y la cobalamina son vitaminas del complejo B, requeridas para el
funcionamiento adecuado del sistema nervioso. Se ha demostrado que la piridoxina disminuye
la viabilidad de células de glioblastoma. Ya que ambas vitaminas son importantes en diversos
procesos celulares y actGan como cofactores en rutas metabdlicas, la suplementacion con estas

podria modificar la proliferacion celular e incluso inducir apoptosis en diversos tipos celulares.

Sin embargo, ain no hay estudios que describan si estas vitaminas favorecen la proliferacion
de las células tumorales de glioblastoma y su efecto especificamente sobre el proceso de
apoptosis, por lo que estudiar la expresion de proteinas pro-apoptdticas y anti-apoptoticas,
determinara si la presencia de piridoxina y cobalamina induce muerte celular en células de
glioblastoma humano y por tanto, permitird tener un precedente sobre el uso de estos

micronutrientes durante el curso y tratamiento de esta patologia.
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Materiales y métodos:

6.1.Disefo de Estudio

e Tipo de estudio.

Prospectivo, Experimental

e Universo

Células de la linea celular de glioblastoma humano U-87 MG.
e Método de muestreo

Cultivos por triplicado para cada grupo.

e Tamarfio de muestra.

Cultivos de 5 x10° de células por muestra.

6.2. Cultivo celular

Se realizaron cultivos de la linea celular humana U-87 MG, derivada de glioblastoma, la cual

es adherente y crece en medio de cultivo modificado de Dulbecco (DMEM), adicionado con

suero fetal bovino (FBS) al 10% y 1% de antibidticos. Los cultivos se mantuvieron en

condiciones controladas de temperatura a 37°C y con atmosfera de 5% de CO..

6.3. Suplementacion

Se realiz6 la suplementacion de acuerdo con los siguientes 4 grupos:

Grupo control, sin suplementacién.

Grupo con suplementacion con piridoxina a concentraciones de 0, 10, 100, 1000, 2000,
3000 y 4000 nmol/mL.

Grupo con suplementacién con cobalamina a concentraciones de 0, 0.5, 1.5, 2.0, 10 y 100
nmol/mL.

Grupo suplementado con ambas vitaminas: 100 nmol/mL de piridoxina con 100
nmol/mL de cobalamina, 4000 nmol/mL de piridoxina con 100 nmol/mL de
cobalamina, 100 nmol/mL de piridoxina con 0.5 nmol/mL de cobalamina y 4000

nmol/mL de piridoxina con 0.5 nmol/mL de cobalamina.

Cada grupo tuvo una incubacion de 24, 48 y 72 h y se realiz6 por triplicado, ya que el tiempo

de duplicacion en esta linea celular es de 39 h (65), al término de la incubacion las células

fueron observadas al microscopio para observar su morfologia y se verificd si hay cambios en
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la confluencia del cultivo celular. La tabla 2 muestra la distribucién de los grupos

experimentales.

Tabla 3. Distribucion de los grupos de acuerdo con la suplementacion.

Tiempo | Suplementacion nmol/mL
(horas)
Grupo 24 e 0
piridoxina e 10
48 e 100
e 1000
e 2000
= e 3000
e 4000
Grupo 24 e 0
cobalamina e 05
48 e 15
e 20
— e 10
e 100
Grupo 24 e 0
piridoxina e e 100 nmol/mL de piridoxina con 100 nmol/mL de cobalamina
y e 4000 nmol/mL de piridoxina con 100 nmol/mL de
cobalamina = cobalamina
e 100 nmol/mL de piridoxina con 0.5 nmol/mL de cobalamina
e 4000 nmol/mL de piridoxina con 0.5 nmol/mL de
cobalamina.

6.4. Ensayo de viabilidad con cristal violeta
Un método simple para cuantificar la viabilidad es mediante el uso de colorante cristal violeta
en células adherentes. El cristal violeta se une a proteinas y ADN. Ya que la capacidad de

adherencia se presenta en las células viables, cuando las células sufren muerte celular pierden
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su adherencia y se reduce la cantidad de colorante que puede ser retenido en la superficie de la
placa, siendo una medicidn indirecta de viabilidad.

En una placa de 96 pozos se sembraron 1.5 x10* células. Se permitié que se adhieran a la placa
mediante una incubacion de 4 horas. Posteriormente, se suplementaron las células con las
diferentes concentraciones de vitamina. Al finalizar el tiempo de estimulacion, se retiro el
medio y se realizaron dos lavados con agua destilada, evitando que el agua pueda despegar la
capa de células adheridas. Se invirtio la placa para retirar la mayor cantidad de agua posible.
A cada pozo se le coloco 50 pL de cristal violeta al 0.5% preparado en 1:5 metanol-agua y se
incubd con agitacion por 20 minutos. Transcurrido el tiempo, se realizé nuevamente lavados
con agua, por duplicado, y se dejé secar sin colocar la tapa, por minimo 2 horas a temperatura
ambiente.

Se coloco 200 L de metanol y se incub6 en agitacién durante 20 min. Transcurrido el tiempo,
se realizo la lectura de absorbancia a 580 nm de la placa.

6.5. Extraccion de proteinas
Aproximadamente 2x10° células fueron sembradas. Se realiz6 la suplementacion de acuerdo
con cada grupo experimental. Se retiré el medio. Las células se lavaron con PBS 1X. Se
incubaron las placas con 1 -2 mL de Tripsina-EDTA, dando golpes a la caja para despegar las
células. Se coloco 1 mL de medio y se recolectd todo el contenido, asegurandose que no queden
células adheridas en la caja. Se centrifugaron los tubos durante 5 min a 3,000 rpm. Se descartd
el sobrenadante y se retir6 todo el medio. Consecuentemente, se resuspendieron las células y se
afiadieron 200 -300 uL de solucidn de lisis (Anexo 1). Se recuperaron las células en un tubo de
1.5 mL y se incubaron en hielo 45 min, haciendo vortex cada 15 min. Transcurridos los 45 min
en hielo, se centrifugaron a 13,000 rpm por 25 min. Se recuper6 el sobrenadante en un tubo
limpio y etiquetado. Se cuantificd las proteinas por el método de Bradford y se procedio

inmediatamente a dosificar las muestras.

6.6. Cuantificacion y dosificacion de proteinas
Se realizaron disoluciones seriadas de BSA (albdmina sérica bovina) a 0.1, 0.2,0.4,0.8. 1.0 y
1.2 mg/mL, colocando 5 pL de cada concentracion por duplicado, asi como 1 pL de la solucion
de lisis y de cada muestra obtenida, en pozos separados. Se afiadié 200 uL del reactivo de
Bradford. Se coloc6 en un agitador de placa por 30 s y se incubd a temperatura ambiente por
10 min. Se realizd la lectura con un lector de placa a 595 nm y se determino la concentracion

de las muestras acorde a la curva de calibracion de BSA. Se ajustaron las muestras para una
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concentracion de 2 pg/uL, usando buffer de carga 4X (SLB, sample loading buffer). Las
muestras fueron calentadas a 95°C por 5 min y se incubaron en hielo 5 min, antes de proceder

con la electroforesis.

6.7. Western Blot
Se utilizd la técnica de western blot para determinar de manera semicuantitativa la expresion
de las proteinas caspasa-3 activa y Bcl-2. Se realizé primero una electroforesis desnaturalizante
SDS-PAGE, usando un gel concentrador de 15% y un gel separador del 4%, (Anexo 3) y buffer
de corrida (Anexo 4). Se cargaron 60 pg de proteina de las muestras de lisado celular, asi como
un marcador de peso de peso molecular. Se corri6 el gel a voltaje constante de 100 V durante

1-2 horas, hasta que el frente de corrimiento llegara al final del gel.

Al terminar el proceso de electroforesis, se realizd la trasferencia horizontal semiseca, donde
se empled una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) previamente hidratada con
metanol absoluto y enjugada con buffer de transferencia (Anexo 4). Se colocé el gel sobre la
membrana en la cdmara de transferencia y se llevo a cabo la transferencia durante 1 h, a un
voltaje de 25 V. Finalizada la transferencia, se enjuagd la membrana con una solucién de TRIS
con 0.1% de Tween-20 (TBST) y se bloque6 la membrana con una solucion de TBST y BSA

al 1% durante 1 h, a temperatura ambiente, en agitacion suave.

Los anticuerpos anti-beta-actina, anti-caspasa 3 activa y anti-Bcl-2 se usaron a una
concentracion de 1:1,000 en BSA 1%. Se incubaron con la membrana durante toda la noche,
en agitacion suave a 4°C. Posteriormente, las membranas fueron lavadas 3 veces con TBST
durante 5 min. Posteriormente, se incubd la membrana con el anticuerpo secundario conjugado
con peroxidasa de rdbano (HRP), diluido en BSA al 1%, a una concentracion de 1:10,000. La
incubacion se realiz6 durante 2 horas en agitacion suave. Al término de la incubacion, las
membranas se lavaron 3 veces durante 5 min con TBST. Finalmente, la membrana fue revelada
por el método de diaminobencidina (DAB), utilizando 150 pL de DAB y 30 pL de H202 en 10
mL de PBS. Como control de carga, se utilizo la expresion de beta-actina en todas las muestras
y los resultados obtenidos de la determinacion de densidad Optica de las bandas de proteina
fueron normalizados en base al valor de densidad dptica del control para cada muestra. Los

resultados fueron analizados con el programa ImageJ (NIH).
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6.8.Ciclo celular
Para la determinacion del ciclo celular, se usé una tincion con ioduro de propidio, que se une al
DNA vy cuya fluorescencia es proporcional a la cantidad de ADN en las células, por lo que es
posible hacer una estimacién de la fase del ciclo celular en las que las células se encuentran,
empleando citometria de flujo. Se fijaron 1x10° células con etanol al 70 % a 4 °C durante 30
minutos; luego, se lavaron dos veces con PBS y se resuspendieron en PBS. Se afiadio 0.1
mg/mL de ARNasa y se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente. Las células se
tifieron con 13 pL de PI, a una concentracion de 0.05 mg/mL. Luego, se incubd en la oscuridad
durante 30 min a 37°C. Se adquirieron 30.000 eventos en un citdémetro de flujo Accuri (BD

Biosciences) a una longitud de onda 490 nm.

6.9.Tincién intracelular
Se colocaron 1x10° células en tubos redondos de citometria de flujo; luego, se fijaron con
formaldehido al 4 % y se permeabilizaron con tampon BD Perm/Wash™ durante 5 min, en
hielo. Se lavaron con 1 ml de FBS al 10 % en PBS y luego se resuspendieron en 200 ul de la
misma solucién. Se agregd el anticuerpo primario (anti-caspasa 3 activa y antin-Bcl2) y se
incub6 durante 40 minutos a temperatura ambiente. Se realizaron 3 lavados de PBS 10% FBS
y se agrego el anticuerpo secundario (anti-mouse Alexa 488). Se incubd en la oscuridad durante
25 min a temperatura ambiente. Se realizaron 3 lavados con PBS con 10% FBS. Las células
tefiidas se suspendieron en 300 ul de formaldehido al 4 % y se adquirieron 100,000 eventos en

un citémetro de flujo Accuri (BD Biosciences).

6.10. Variables de Estudio
e Dependientes: Expresion de proteinas relacionadas a la apoptosis, viabilidad celular,
ciclo celular.

¢ Independientes: Suplementacién con piridoxina y cobalamina, Tiempo de exposicion.
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Variable Definicién conceptual Definicion operativa Tipo de | Escala de medicion Andlisis
variable Estadistic
0s
DEPENDIENTES
Expresién de proteinas | Cantidad de la proteina que | Determinacion de densidad dptica de las | Semicuantita | Densidad Gptica ANOVA
relacionadas a la | produce la célula. bandas proteinas Bad, Bid y Bcl-2 expresada | tiva discreta
apoptosis por las células.
Induccién de apoptosis Numero de células que | Cuantificacion de células que presentan ADN | Cuantitativa | NUmero de células ANOVA
presentan ADN fragmentado fragmentado por medio de técnica de | discreta
citometria de flujo
INDEPENDIENTES

Suplementacién con | Suplementacion con | Concentracion de piridoxina y/o cobalamina | Cuantitativa | pmol/L. ANOVA
piridoxina y cobalamina. | cobalamina y/o piridoxinaen el | adicionada al medio de cultivo.
Grupo 1 medio de cultivo. Piridoxina 0, 10, 100, 1000, 2000, 3000 y
Grupo 2 4000 nmol/mL .
Grupo 3 Cobalamina a concentraciones de 0, 0.5, 1.5,

2.0, 10, 100 nmol/mL
Tiempo de exposicion. Periodo entre el momento que | Cantidad de tiempo que se mantendran las | Cuantitativa | Grupos de 24, 48 'y 72 horas ANOVA

Grupo de 24 h
Grupo de 48 h
Grupo de 72 h

se tiene interaccion con algin
agente hasta que cesa la

interaccion.

celulas en el medio cultivo suplementado.
Grupos de 24, 48 y 72 horas
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6.11. Implicaciones Bioéticas
El estudio se desarrollé conforme a lo establecido en el Reglamento de la Ley General de Salud
en Materia de Investigacion para la Salud y en cumplimiento con los aspectos mencionados en
el Titulo Décimo Cuarto de la Ley, los estudios realizados con drganos, tejidos y sus derivados
humanos, al ser una linea celular ya establecida y ampliamente descrita no es considerada como

material relevante.

6.12. Recoleccion de Datos
La recoleccion de datos se llevo a cabo en una base electronica, asi como en fisico, y las imagenes

de los resultados obtenidos tanto un medio electrénico como fisico.

6.13. Andlisis Estadisticos
Se utilizaron pruebas de medidas repetidas para la comparacién entre grupos (minimo tres) y
ANOVA de 2 vias para la comparacion de los efectos de la concentracion y tiempo de exposicion
sobre las variables dependientes. Se consideraron valores de p<0.05 como estadisticamente

significativos. El andlisis estadistico se realizd con el programa GraphPad Prism version 7.0.
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7.2. Abstract del articulo

Glioblastoma is the most aggressive type of brain tumor, with current therapies failing to
significantly improve survival of patients. Vitamins have important effects on cellular processes
that are relevant for tumor development and progression. Pyridoxine and cobalamin are
considered key vitamins to the nervous system and play a role in the regulation of cell
metabolism, proliferation, and apoptosis. The present study explored the effect of pyridoxine or
cobalamin supplementation on cell viability and cell cycle progression of human glioblastoma
cell line US7TMG.

Cell cultures were treated with increasing concentrations of pyridoxine or cobalamin for 24-72
hours. After supplementation, cell viability was assessed by a colorimetric assay using crystal
violet, as well as by analysis of Bcl-2 and active caspase 3 expression by western blot. In addition,
cell cycle and apoptosis were analyzed by flow cytometry with propidium iodide and active
caspase 3.

Our results show that supplementation with pyridoxine decreases cell viability in a dose and time
dependent manner. Loss of viability in vitamin-supplemented cells was probably not due to cell
cycle arrest since no significant differences were observed in cell proliferation assays. In
addition, Bcl-2 expression was not altered by vitamin supplementation, but active caspase 3
expression was significantly increased in pyridoxine, but not cobalamin-supplemented cells.
Hence, our results suggest that pyridoxine supplementation enhances apoptosis induction in
glioblastoma cells.
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8. Discusion

La vitamina B6 se puede encontrar en diferentes moléculas denominadas vitdmeros, como
piridoxina, piridoxamina, piridoxal, piridoxamina-5-fosfato y piridoxal-5-fosfato; esta ultima es
la forma bioactiva. La célula es capaz de transformar la molécula de piridoxina y otros vitameros
hasta piridoxal-5-fosfato, que actla como cofactor de enzimas esenciales para la sintesis de
neurotransmisores y en otros procesos celulares, (66).

El efecto de pérdida de viabilidad con la suplementacion con piridoxina se ha descrito en lineas
celulares de linfoma y de neuroblastoma (46,67). Para la linea celular de glioblastoma U87 MG,
concentraciones superiores a 1000 uM afectan la viabilidad. Esto es probablemente debido a que
concentraciones elevadas de piridoxina inhiben competitivamente la actividad de piridoxal-5-
fosfato, con la consecuencia inmediata de que los procesos celulares que requieren piridoxal-5-
fosfato, como la sintesis de ADN, son obstaculizados (67, 68). En cultivos de 72 h, se observd
que no se aumenta la frecuencia relativa de células en fase GO/G1, y disminuye de manera
significativa la poblacion de las células en fase S y por consecuencia la poblacion en fase G2/M,
lo que indica que posiblemente la suplementacion impide a la célula pasar el punto de control
G1/S y no ocurre la duplicacion de ADN, promoviendo asi el proceso de apoptosis. La
suplementacion con cobalamina no induce cambios en las frecuencias relativas en las distintas
fases del ciclo celular, a 24 h'y 48 h las proporciones se mantienen constantes en todos los grupos
suplementados, a 72 h se tiene un incremento no significativo de aproximadamente 5% de la
frecuencia de células en fase GO/G1 tras la suplementacion con 0.5 nmol/mL de cobalamina en
comparacion al grupo no suplementado.

El proceso de apoptosis, tanto de manera intrinseca como extrinseca, convergen en la activacion
de las caspasas 9 y 3. La caspasa 8, que es activada Unicamente mediante la via extrinseca, es
capaz de activar a las caspasas 3y 9 (69). A dosis bajas de piridoxina, la expresion de caspasa 8
esta incrementada en la linea de neuroblastoma SH-SY5Y (67), lo que podria causar el
incremento de caspasa 3 intracelular que observamos, pero no se puede excluir que también haya
activacion de esta caspasa mediante la via intrinseca, ya que también hay evidencia de que la
suplementacion con piridoxina puede inducir piroptosis en una linea celular de leucemia
monocitica (70), es posible otros procesos de muerte celular como piroptosis 0 necroptosis

puedan ocurrir.

En la préactica clinica los niveles altos de cobalamina en suero se definen como superiores a 950
pg/mL (701 pmol/L), que pueden ser consecuencia de una absorcion deficiente o por una

administracion exogena excesiva, los niveles altos de cobalamina causan hiperhomocisteinemia
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y niveles elevados de acido metilmalo6nico, sin embargo, lo mismo ocurre en casos de deficiencia
de cobalamina (71). Las fisiopatologias mas comunes asociadas con niveles altos de cobalamina
son tumores solidos, canceres hematoldgicos y patologias hepaticas (72).

La suplementacion realizada con cobalamina no presenta resultados significativos en cambio de
viabilidad ni en la expresion intracelular de caspasa 3 activa, esto puede deberse en parte a que
la solubilidad de la cobalamina es menor, no se pueden utilizar concentraciones en el mismo
rango que la piridoxina, por lo que quiza no es posible alcanzar una concentraciéon lo
suficientemente alta para modificar los procesos celulares, adicionalmente la asimilacion por
parte de las células requiere dos pasos importantes, primero la unién de la cobalamina con la
proteina factor gastrico intrinseco (IF), una vez asociado es captado por el receptor cubilina, que
es expresado en las membrana apical de las células epiteliales en el ileo, dentro de estas células
la molécula de cobalamina se une a otra proteina denominada transcobalamina que puede unir a
la molécula de cobalamina en forma de ferrocobalamina y cianocobalamina; las células del
cuerpo importan la transcobalamina mediante el receptor TC Il unida a la transcobalamina
(73).Dado este complejo mecanismo de absorcidon la suplementacion directa puede no ser
adecuada para lograr la asimilacion de cantidades significativas de cobalamina y por ende no
observamos modificaciones en la viabilidad celular, alteracion en la expresion caspasa 3 activa

o modificaciones en el ciclo celular.
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9. Conclusiones

La suplementacion con piridoxina a altas concentraciones afecta la viabilidad de las células de
glioblastoma humano de la linea celular U 87-MG, e incrementa la cantidad de caspasa 3 activa
en las mismas sin modificar la expresion de Bcl-2, lo que favorece la induccion del proceso de
muerte celular. La suplementacion con 100 nmol/mL de cobalamina no incrementa la expresion
de caspasa 3 activa, tampoco modifica la progresion del ciclo celular o la viabilidad, por lo que
la piridoxina, pero no la cobalamina, podria ser un micronutriente auxiliar en el tratamiento de

glioblastoma.
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11. Anexos

Anexo 1:
Implicaciones bioéticas

El presente protocolo empled Unicamente la linea celular U87-MG, que es una linea celular ya
establecida y ampliamente descrita por lo que no es considerada como material relevante bajo
el Human cell lines and the Human Tissue Act 2004 ( Acta de 2004 “Lineas celulares humanas
y Tejido Humano™), por lo que no es necesaria la aprobacion del comité de ética, de igual manera
durante el establecimiento, almacenamiento, identificacion, transporte, y congelacion del cultivo
se tuvieron las consideraciones pertinentes a lo largo del protocolo.

Anexo 2: Ithenticate
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Anexo 3: Buffer de lisis

* 10 mL de Tris 0.5M pH 6.8

172 palabras — 2%

115 palabras — 1 %
31 palabras — < 1 %
31 palabras — < 1 %
29 palabras — < 1 %
24 palabras — <1 %
23 palabras — <1 %
22 palabras — < 1 %

22 palabras — < 1 %



* 50 uL de EDTA 0.2M pH 8.0
* 200 pL de EGTA 50mM pH 7.9
* 102 uL de B-mercaptoetanol

* | mL de IGEPAL
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Completar a 100 mL de agua destilada, guardar la solucion en un frasco ambar o
envuelto en papel aluminio a 4°C. La solucion es estable por un mes aproximadamente

si se mantiene en condiciones adecuadas.

Anexo 4: Buffer fosfato salino (PBS)

Sal Concentracién (mmol/L) | Concentracion (g/L)
NaCl 137 8.0
KCI 2.7 0.2
NaHPO4 10 1.44
KH2PO4 1.8 0.24

Anexo 5: Gel de poliacrilamida

(ML)

Constituyentes 4% 10%
Acrilamida al 30% (mL) 1.3 10.0
Bis-acrilamida al 1% (mL) 1.5 3.9
1.5 M Tris, pH 8.7 (mL) - 8.1
0.5M Tris, pH 6.7 (mL) 1.25 -
20% SDS (L) 65 200
H20 (mL) 5.725 7.9
TEMED (uL) 10 10
Persulfato de Amonio al 10%
150 225



https://es.wikipedia.org/wiki/Cloruro_s%C3%B3dico
https://es.wikipedia.org/wiki/Cloruro_pot%C3%A1sico
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Fosfato_dis%C3%B3dico&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Fosfato_monopot%C3%A1sico&action=edit&redlink=1

Anexo 6: Buffer de corrida

Constituyentes:
e Tris-base 1.51g
e Glicina 7.59
e SDS 0.5¢9

e Aforar a 1,000 mL con agua destilada.

Anexo 7: Buffer de transferencia

e Tris-base 03.03 ¢
e Glicina 144 g
e Metanol 200 mL
e SDS 05 g

e Aforar a 1000 mL con agua destilada.
e pH:83
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