Facultad de Medicina
Departamento de Estudios Avanzados

Maestria en Ciencias de la Salud

Modificacion de las proteinas reguladoras de ciclo celular
en células de glioblastoma humano mediante el bloqueo

farmacologico de las rutas de sefalizacion WNT y TBK1

TESIS

Que para obtener el grado de Maestra en Ciencias
de la Salud

Presenta:
Amanda Citlalli Hernandez Gutiérrez
Comité de Tutores
Directora: Dra. Irazu Contreras Garcia
Co-director: Dr. José Antonio Estrada Guadarrama
Asesor: Dr. Luis Angel Zapi Colin

Toluca, Estado de México 2026



No. pag

RESUMIBN ...ttt sttt e st et e s et et e s et e bt eatesa e e sesneaseentesneensesneenseeneens 4
N o =3 1 - T SRS 5
1. INEFOAUCCION ...ttt e b et e saenne e 6
g I 1 F- 1o o 30 =Y ] 4 (o o OSSP 8
LI B C11T] o] F= 15 o] o 4 - TSRS 8
1.2 Tratamientos para el glioblastoma..........cccoveiiiiiiiie e 10
1.3 Ciclo y MUEIE CRIUIAT.........c.eiiiiiece e 11
1.4 Cinasas dependientes de ciclinas y regulacion del ciclo celular ..o 12
1.4.1 FUNCION A€ CDK2 ...ttt ettt saenaennens 14

1.5 Cinasas dependientes de ciclinas en el glioblastoma...........cccoceoiiniininnnenn. 14
1.6 Via de sefializacion WINT ... 15
1.7 Via de sefializacion TBK ... ... e 17
2. Planteamiento del problema ... 19
3. JUSHIFICACION ... et 21
4. HIPOLESIS ..ottt et et tentennente st 23
5. ODJELIVOS ...ttt 24
6. Marco metodolOgiCo...........ccooiiiiiiiiiiiiee e 25
a. Disefnode lainvestigacion...............cccccoiiiiiiiiinii e 25
b. Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion..................cccccoevininnncnnenne, 25
6.1 CUILIVO CEIUIAT ...ttt st sae e 26
6.2 EXtraccion de ProteiNas.............ccccueieieieieieieeeee e e 26
B.3WeESTEIN BIOL ...ttt sttt s teeneens 27
7. Operacionalizacion de las variables .................ccooooiiiiiinineceee e 32
8. AnAlisis eStadiStiCO ...........ccoceeiiiiicc e 34
9. Implicaciones BiOGtiCas ..............cocoeieieiiieiccceee s 34
10. RESUIAUOS ...ttt st aee e e 35
Cartade envio de articulo..............ccccooiiiiiiii e 35
Resumen del artiCulo ..o 36

1. DISCUSION ...ttt et e naesaensensenseneens 37
12. CONCIUSIONES ...ttt a et et saestesaenseneeas 39
13. Referencias Bibliograficas ................c.ccooiiiiiniiic e 40



14.

Anexos



Resumen

El glioblastoma es la neoplasia maligna primaria del sistema nervioso central mas
agresiva y frecuente en adultos, caracterizada por su capacidad invasiva y
resistencia a los tratamientos convencionales, por lo que es fundamental investigar
los mecanismos implicados en su desarrollo. Entre estos, las vias WNT y TBK1
desempeifian un papel importante en la patogénesis del glioblastoma. Ambas estan
sobreexpresadas en este tipo de cancer, favoreciendo la proliferacion y resistencia

a las terapias convencionales.

El objetivo de este estudio fue determinar los efectos del bloqueo farmacolégico de
WNT y TBK1 sobre la expresién de la proteina reguladora del ciclo celular CDK2 en
las lineas celulares de glioblastoma humano U87MG y A172. Para ello, las células
fueron tratadas con diferentes concentraciones de los inhibidores farmacoldgicos
IWP-12 y BX795 durante 24, 48 y 72 horas. La expresion de CDK2 se evaluo
mediante western blot y analisis densitométrico. Los resultados mostraron cambios
en la expresion de CDK2 tras el tratamiento los inhibidores. En U87MG, BX795
mostroé una tendencia hacia una menor expresion de CDK2 con 1y 10 uM a las 48
horas y con 0.1, 1 y 10 uM a las 72 horas, sin diferencias estadisticamente
significativas. IWP-12 mostr6 tendencias hacia una menor expresion de CDK2 con
concentraciones de 1y 10 uM a las 24 y 48 horas. En A172, BX795 mostré una
tendencia hacia una menor expresion de CDK2 con 1y 10 yM a las 72 horas. IWP-
12 produjo un aumento significativo de CDK2 a concentracion 10 uM a 48 horas,
mientras que a las 72 horas se observo una tendencia hacia una menor expresion

en concentraciones 1y 10 yM.

En conjunto, estos hallazgos sugieren que la inhibicion de WNT y TBK1 podria
modular la expresion de CDK2, implicando el potencial de ambas vias como blancos

terapéuticos para limitar el crecimiento tumoral.

Palabras clave: Glioblastoma, CDK2, WNT, TBK1, ciclo celular.



Abstract

Glioblastoma is the most aggressive and common primary malignant neoplasm of
the central nervous system in adults, characterized by high invasiveness and
resistance to conventional treatments. Investigating the mechanisms involved in its
development is crucial. Among these, the WNT and TBK1 signaling pathways play
important roles in glioblastoma pathogenesis. Both pathways are overexpressed in
this type of cancer, promoting proliferation and resistance to conventional therapies.

The aim of this study was to determine the effects of pharmacological blockade of
WNT and TBK1 on the expression of the cell-cycle regulatory protein CDK2 in
human glioblastoma cell lines U87MG and A172. Cells were treated with different
concentrations of the pharmacological inhibitors IWP-12 and BX795 for 24, 48, and
72 hours. CDK2 expression was evaluated by western blot and densitometry. The
results showed changes in CDK2 expression following inhibitor treatment. In US7MG
cells, BX795 showed a trend toward reduced CDK2 expression at 1 and 10 uM (48
hours) and at 0.1, 1, and 10 uyM (72 hours), although these differences were not
statistically significant. IWP-12 showed trends toward reduced CDK2 expression at
concentrations of 1 and 10 yM after 24 and 48 hours. In A172 cells, BX795 showed
a trend toward lower CDK2 expression at 1 and 10 uyM after 72 hours. IWP-12
significantly increased CDK2 expression at a concentration of 10 yM at 48 hours,
whereas after 72 hours, a trend toward reduced expression was observed at
concentrations of 1 and 10 pM.

Together, these findings suggest that inhibition of WNT and TBK1 could modulate
CDK2 expression, implicating their potential as therapeutic targets to limit tumor
growth.

Keywords: Glioblastoma, CDK2, WNT, TBK1, cell cycle.



1. Introduccion

El glioblastoma (GB) es el tipo de tumor cerebral primario mas frecuente y agresivo
en adultos. A pesar de los avances en las terapias convencionales, el prondstico
sigue siendo desalentador, con una vida media de 15 meses después del
diagnostico. Esto se debe a la heterogeneidad, el entorno inmunosupresor y la

naturaleza invasiva que lo caracteriza (1).

Las cinasas dependientes de ciclina (CDK) son enzimas fundamentales que
impulsan las transiciones del ciclo celular, y su expresion refleja el estado
proliferativo del tumor. La expresién de CDK esta correlacionada negativamente con
la supervivencia de los pacientes con GB. Las CDK1, -2, -4, y 6 promueven
directamente la progresion del ciclo celular, mientras que otras CDK, como las
CDK7, -8 y -9, controlan la transcripcion de genes relacionados. Dado que una de
las caracteristicas esenciales de las células cancerosas es su capacidad de
proliferar de manera constante, no es sorprendente que casi todos los tipos de
cancer presenten alteraciones genomicas que activan continuamente las CDK,
provocando un crecimiento y una division descontrolados de las células cancerosas.
Estas observaciones han impulsado la investigacion traslacional en el desarrollo de
inhibidores de CDK, especialmente para tumores resistentes a tratamientos

convencionales (2,3).

La sefalizacion de WNT (wingless) se ha relacionado en la tumorigénesis de varios
tipos de cancer. En la mayoria de los tipos de cancer, las alteraciones en la
sefalizacion de WNT suelen estar vinculadas principalmente con la activacion
excesiva de esta via. La inhibicion de la sefalizacion por WNT ha mostrado
resultados prometedores en cuanto a la supresién tumoral en numerosos modelos
preclinicos. La sefializacion de WNT involucra diversos ligandos, receptores
frizzled, correceptores, complejos de destruccion de [-catenina y otros
componentes moduladores. WNT, un ligando secretado, facilita la transduccion de
sefiales autocrinas y paracrinas. Esta sefalizacion se clasifica en canonica
(dependiente de B-catenina) y no candnica (independiente de (B-catenina), segun la

necesidad de (3-catenina como efector clave en esta via (4,5).



La via de sefalizacion candnica es importante en la induccién de la proliferacion,
diferenciacion y maduracién celular (6). Hasta ahora, se han identificado 19 ligandos
WNT y mas de 18 receptores/correceptores en mamiferos. Estas combinaciones de
ligandos y receptores actuan en diversos contextos fisiologicos. Los ligandos WNT
son glicoproteinas con modificaciones lipidicas, y su transporte extracelular
depende de la palmitoilacién, facilitada por la proteina O-palmitoiltransferasa
llamada porcupine (PORCN) (7,8).

Por otra parte, TBK1 es una cinasa de serina/ treonina que desempefa funciones
clave en la regulacion de diversos procesos celulares, como la inmunidad innata, la
produccion de citocinas inflamatorias, la autofagia, el metabolismo mitocondrial y la
supervivencia y proliferacion celular. TBK1 puede activarse mediante PAMPs,
DAMPs, citocinas inflamatorias y cinasas de naturaleza oncogénica (9).

La alta expresion de TBK1 se ha relacionado con un mal prondstico en diversos
tipos de cancer. Funciona oncogénicamente, sirviendo para promover la
tumorigénesis a través de mecanismos tanto intrinsecos como extrinsecos de la
célula, por lo cual el papel de TBK1 en las células madre cancerosas y su relacion
con la quimiorresistencia son de interés para determinar si la inhibicion
farmacoldgica de TBK1 podria hacer a las células madre cancerosas mas sensibles
a la quimioterapia y, de esta manera, ayudar a prevenir la recaida de la enfermedad.

La inhibicion de esta via conduce a la amplificacion del centrosoma, defectos
mitdticos, detencion del crecimiento y apoptosis. TBK1 tiene una conexion
interesante entre la sefalizacion de la inmunidad innata, la autofagia/mitofagia y el
ciclo celular (9) . De acuerdo con revisiones bibliograficas, se sugiere que inhibir
TBK1 podria ser una estrategia eficaz para reducir la viabilidad y la capacidad
invasiva de las células cancerosas en distintos tipos de cancer, incluidos el GB (9—
12).

En este contexto, el objetivo de este estudio fue investigar el efecto potencial de
BX795, un inhibidor de TBK1, y de IWP12, un inhibidor de WNT, sobre la
modulacién de la expresion de la proteina CDK2 en las lineas celulares de GB
humano U87TMG y A172.



1. Marco tedrico

1.1 Glioblastoma

Los tumores cerebrales son una de las principales causas de mortalidad asociada
al cancer, con opciones de tratamiento limitadas. De acuerdo con la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), los tumores cerebrales primarios se pueden clasificar
en mas de 100 tipos, segun parametros fenotipicos y genotipicos (2,13).
Aproximadamente el 80.9% de los tumores cerebrales malignos primarios son

gliomas.

El GB es el tumor maligno primario del sistema nervioso central (SNC) mas comun
y agresivo en hombres adultos, que se asocia a un mal prondstico. Solo el 33% de
los pacientes sobreviven un ano y el 6.8% sobrevive mas de 5 afos. El GB es el
mas agresivo de los tumores cerebrales y se diagnostica predominantemente en
adultos, con una edad media de 60 afos, y su incidencia aumenta con la edad. El
GB es un subtipo de los gliomas difusos, clasificado como grado IV segun la
clasificacion de la OMS (2,14-16).

Los GB pueden afectar cualquier estructura neuroanatomica. En adultos, suelen
presentarse con mayor frecuencia en los hemisferios cerebrales, mientras que en
los nifios se localizan en la fosa posterior. Su crecimiento infiltrativo es muy rapido.
Desde el punto de vista histologico, estan formados por células con gran diversidad
morfolégica, algunas de las cuales son bizarras, pleomorficas y multinucleadas.
Estas células presentan una alta actividad mitética, proliferacion microvascular y

una marcada hiperplasia endotelial (17).

El GB de isocitrato deshidrogenasa de tipo salvaje (IDHwt) es un tipo de glioma que
infiltra de manera difusa las células y se caracteriza por la presencia de proliferacion
microvascular o necrosis. El unico factor causal identificado es la exposicion a altas
dosis de radiacion ionizante en cabeza y cuello. Como sugiere el término antiguo
“GB multiforme”, la morfologia de GB tiene una notable heterogeneidad inter e
intratumoral. El pleomorfismo celular incluye células pequenas, fusiformes,

granulares, epitelioides y gigantes. Las estructuras secundarias de Scherer ilustran



las diferentes rutas que las células de glioma pueden tomar para invadir el cerebro:
1) los tractos de sustancia blanca, 2) la vasculatura, 3) el espacio leptomeningeo y

4) el parénquima cerebral (18,19).

La denominacién “multiforme” se debe a la variabilidad de los diferentes patrones y
caracteristicas citoldgicas. Se clasifican en dos subtipos estructuralmente
semejantes: primarios (GB1) y secundarios (GB2).

Los GB1 son los mas comunes, aparecen sin lesiones previas y son mas frecuentes
en personas de edad avanzada (con una media de 60 afos). Su evolucion es rapida,
debido al crecimiento tumoral acelerado. Los GB2 constituyen aproximadamente el
10% de los GB, surgen como una progresion de astrocitomas de bajo grado (como
el astrocitoma anaplasico o difuso) y afectan principalmente a pacientes jévenes.
Su evolucidon es mas lenta y la supervivencia media es significativamente mayor,
debido a la menor edad al momento del diagndstico y al crecimiento mas lento del
tumor (20).

De acuerdo con la red de investigacion de The Cancer Genome Atlas (TCGA, por
sus siglas en inglés), los glioblastomas se pueden clasificar en subtipos moleculares
que son clasico, mesenquimal, proneural y neural, dependiendo de las firmas
moleculares unicas. Estos subtipos se definen por las alteraciones génicas mas
relevantes, y estan asociados con mutaciones particulares y cambios en el numero

de copias genéticas (21-23).

Los tumores clasicos se caracterizan por la amplificacion del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR), asi como por la ausencia de mutaciones en TP53 y la delecion
homocigota de CDKN2A. Los tumores mesenquimales tienen un peor pronostico y
se caracterizan por la expresion de la Neurofibromina 1 (NF1), una proteina que
ayuda a controlar diversas funciones celulares, como la multiplicacion y muerte de
las células, y por la delecién del homologo de la fosfatasa y tensina en el cromosoma
10 (PTEN). Por otro lado, los tumores proneurales tienen un mejor prondstico y se
caracterizan por la expresion de los receptores del factor de crecimiento derivado
de plaquetas (PDGFRA) (24). Los GB son altamente heterogéneos, con multiples

subtipos que forman diferentes regiones de un solo tumor. Ademas, cada subtipo



es funcional e inmunoloégicamente distinto, incluyendo las diferencias en células Ty
la composicidén de macréfagos/microglia. Por ejemplo, la pérdida de NF1 esta
asociada con el aumento de los TAMs. Los TAMs son los componentes celulares
inmunitarios predominantes en los gliomas, que representan del 30% al 50% de la
masa tumoral; como macrofagos presentes en los tejidos, la microglia actua como

la principal forma de vigilancia inmunitaria activa en el SNC (25).

Por otro lado, el microambiente del GB es un medio complejo que promueve la
adaptabilidad transcriptomica de las células tumorales y la progresion de la
enfermedad. EI TME esta formado por células tumorales, matriz extracelular, vasos
sanguineos, monocitos, macréfagos, mastocitos, microglia, neutrofilos, linfocitos T,
neuronas no tumorales, astrocitos y oligodendrocitos, asi como quimiocinas y

citocinas que promueven la inflamacion (26).

Las células del GB secretan quimiocinas, citocinas y factores de crecimiento que
promueven la infiltracion de varias células: astrocitos, pericitos, células endoteliales,
células progenitoras circulantes y algunas células inmunitarias, como microglia,

macrofagos periféricos, MDSC, leucocitos y Treg en el tumor (27).

1.2 Tratamientos para el glioblastoma

El tratamiento para el GB recién diagnosticado exige un abordaje multidisciplinario.
La terapia estandar incluye la maxima reseccion quirurgica posible, seguida de
radioterapia combinada con temozolomida (TMZ), un agente quimioterapéutico
alquilante administrado por via oral, y posteriormente quimioterapia adyuvante con
TMZ (28). La resecciéon completa del glioblastoma resulta dificil, ya que estos
tumores suelen ser invasivos y frecuentemente se localizan en areas criticas del
cerebro, como las areas que controlan el habla, la motricidad y los sentidos. Debido
a su alta agresividad, la eliminacion radical de la masa tumoral primaria no es
curativa, y siempre quedan células tumorales infiltradas en el tejido cerebral

circundante, lo que conduce a la progresion o recurrencia de la enfermedad. A pesar
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de los avances en las técnicas de reseccion, el prondstico para los pacientes con

GB sigue siendo desfavorable, con una supervivencia media de 15 meses (29).

1.3 Ciclo y muerte celular

El ciclo celular y la apoptosis son procesos cruciales en la biologia celular, que estan
encargados de regular las condiciones de crecimiento y la homeostasis de un
organismo. Las alteraciones en estos mecanismos pueden resultar en condiciones

patologicas, como la tumorigénesis (30).

Durante la fase GO, las células permanecen en un estado de quiescencia
caracterizado por una detencion reversible de la proliferacion y una disminucién de
la actividad metabdlica. Esta condicidon permite a las células afrontar y tolerar
diferentes situaciones de estrés o estimulos potencialmente dafinos. Una vez que
el dafo ha sido reparado y las condiciones son favorables, las células quiescentes
pueden reanudar la progresion del ciclo celular al ser estimuladas por factores de
crecimiento especificos, como la CDK2 y E2F. Las células en division continua
pasan por diferentes fases, como la fase de crecimiento G1, la fase S (sintesis del
ADN), la fase G2 y la fase M (mitosis). Las fases G1, S y G2 constituyen la interfase,
periodo durante el cual la célula desarrolla las condiciones necesarias para su
posterior division. En G1 se produce el crecimiento celular y el aumento de
organulos celulares; durante la fase S ocurre la duplicacion del ADN, mientras que
en G2 se llevan a cabo los procesos de organizacion y preparacion de la célula para
entrar en mitosis (30).

En contraste, la senescencia corresponde a un estado de paro permanente del ciclo
celular, en el que las células mantienen una actividad metabdlica elevada. Tanto la
quiescencia como la senescencia pueden ser inducidas por diversos estimulos
celulares y ambientales, entre ellos la radiacion ionizante, el dafio en el ADN y la
cromatina, el estrés de replicacidon enddgena, el estrés celular por especies
reactivas de oxigeno (ROS), la privacion de suero, y la inhibicién por contacto. Sin
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embargo, cuando el dafio o las sefales de estrés persisten durante periodos
prolongados, se favorece el establecimiento de un estado de senescencia (30).

La apoptosis es un mecanismo de muerte celular programada dependiente de
energia y mediante el cual se eliminan de manera controlada las células que
presentan alteraciones graves o han dejado de cumplir adecuadamente sus
funciones. Este proceso se diferencia de la necrosis, en la cual la muerte celular
ocurre de manera no programada y puede conducir a la degradacion y eliminacion
de los componentes celulares (31,32). La apoptosis constituye un proceso
fisiologico esencial para mantener la integridad y el equilibrio de los tejidos, ya que
permite retirar células dafadas o disfuncionales. Posteriormente, las células
eliminadas pueden ser reemplazadas mediante la actividad mitética de una parte de
las células que permanecen en el tejido. Por ello, el mantenimiento de la
homeostasis tisular depende de un equilibrio adecuado entre la eliminacién celular
por apoptosis y la proliferacion de células que se encuentran fuera del estado
quiescente GO.

En el cancer la desregulacién de estos procesos causa que las células tumorales
mantengan una proliferacion descontrolada y eviten mecanismos de muerte celular
programada. Entre los principales reguladores del ciclo celular se encuentran las
CDK y otras proteinas cinasas, cuya actividad y expresion se relacionan con el
grado de proliferaciéon tumoral y pueden asociarse con un peor pronostico en los
pacientes. En el GB, la desregulacion de estas proteinas favorece la progresion del

ciclo celular y, en consecuencia, el crecimiento tumoral (33).

1.4 Cinasas dependientes de ciclinas y regulacion del ciclo celular

Las CDK (cinasas dependientes de ciclina) son una familia de enzimas reguladoras,
pertenecientes al grupo de las cinasas de serina/treonina, que desempefian un
papel fundamental en el control de la progresion del ciclo celular y en la regulacion
de la transcripcion (34). La familia de proteinas CDK esta compuesta por veinte
quinasas (CDK1-20). De ellas, las CDK 1-6 y CDK14-18 participan principalmente
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en la regulacion del ciclo celular, mientras que las CDK 7-13 y CDK 19-20 se asocian
con la regulacion de la transcripcion y el control de la expresion génica (3).

Las CDK regulan la progresion del ciclo celular a través de las fases G1
(crecimiento), S (sintesis de ADN), G2 (crecimiento) y M (mitosis), actuando en
coordinacion con sus ciclinas asociadas. En particular, las CDK 1-4, CDK6 y CDK11
participan en distintos procesos de la division celular, como la replicacion del ADN,
la progresion de la mitosis y la respuesta a sefales del crecimiento celular (29).
Entre ellas, CDK1 es la unica CDK esencial para la progresién del ciclo celular en
mamiferos, ya que promueve las transiciones G2/M y G1/S, ademas de contribuir al

avance de la fase G1 (35).

La union entre las ciclinas y CDK permite la activacion coordinada de estas
proteinas, las cuales fosforilan diferentes miembros de la familia de proteinas de
bolsillo, como p107, p130 y la proteina del retinoblastoma (Rb) (31,36). La
fosforilacién de proteinas como Rb provoca su liberacion de la cromatina, lo que
favorece la activacion de los factores de transcripcion E2F y, consecuentemente, la
expresion de genes involucrados en la replicaciéon del ADN y en la transicion de la
célula hacia la fase S del ciclo celular (31,36).

Las CDK2, CDK4 y CDKB®6, en asociacion con diferentes ciclinas, entre ellas A2, B1,
B2, D1, D2, D3, E1y E2, participan en la regulacion de la progresion del ciclo celular
y favorecen la proliferacion celular. Esta actividad es regulada negativamente por
los inhibidores de las CDK (CDKI), como p16, p21, p27 y p57. Estos inhibidores
pueden competir con las ciclinas por su interaccidon con las CDK, modulando de esta
manera la actividad de los complejos involucrados en el ciclo celular. Por ejemplo,
el complejo CDK2-ciclina E favorece la progresion del ciclo celular, mientras que la
interaccidon entre CDK4/6 y p16 contribuye a la inhibicion de dicha progresion y al
establecimiento de la detencion del ciclo celular (30).
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1.4.1 Funcion de CDK2

La CDK2 desempefia un papel fundamental en la regulacion de la transicion entre
las fases G1 y S del ciclo celular. Su actividad contribuye al control de procesos
esenciales para la proliferacion celular, entre ellos la fosforilacién de la proteina Rb,
el inicio de la replicacion de ADN, los mecanismos de reparacion del ADN vy la
progresion hasta la finalizacidn de la fase S. Para ejercer estas funciones, CDK2
forma complejos activos principalmente con las ciclinas E y A, ademas de ser
regulada mediante la fosforilacion catalizada por diferentes cinasas. La
sobreexpresion de estas ciclinas se ha descrito en procesos de oncogénesis,

particularmente en cancer de mama y cancer de ovario (37).

Asimismo, la degradacién mediante ubiquitinacién de las ciclinas que se asocian
con CDK2 constituye otro mecanismo que contribuye a limitar su actividad. De esta
manera, el equilibrio entre los mecanismos que activan e inhiben CDK2 permite

controlar de forma precisa la progresion de la célula desde G1 hacia la fase S (30).

CDK2 regula una serie de vias de sefalizacion oncogénicas que controlan la
proliferacion de células cancerosas (38). Las alteraciones en la actividad de CDK2
pueden estar relacionadas con cambios en los niveles de expresion de sus
proteinas asociadas o con modificaciones en los mecanismos que regulan su

actividad después de la traduccion (39).

1.5 Cinasas dependientes de ciclinas en el glioblastoma

La mayoria de las CDK presentan una mayor expresion en tejidos tumorales en
comparacion con los tejidos normales. En particular, la desregulaciéon de CDK1 se
ha relacionado con la tumorigénesis, mientras que la sobreexpresion de diversas
CDK y de sus ciclinas asociadas favorece la proliferacion celular anormal y la
progresion del cancer. Los GB albergan alteraciones gendmicas que conducen a la
activacion constitutiva de CDK, lo que se relaciona con la proliferacion tumoral (35).
Por lo tanto, resulta relevante investigar el potencial de las CDK como una nueva
opcién de tratamiento para pacientes con GB.
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Las moléculas inhibidoras de quinasas tradicionales abarcan farmacos competitivos
de ATP reversibles, inhibidores estructurales reversibles e irreversibles, farmacos
degradadores de CDK y anticuerpos inhibidores de la unién de CDK. Las CDK se
expresan en altos niveles en los tejidos cancerosos y estan relacionados con la
supervivencia en diversos tipos de cancer. Esto indica, que la inhibicion de las CDK,
podria ser una estrategia crucial para el tratamiento de cancer (3).

En el caso de CDK2, se ha encontrado sobreexpresada en gliomas de mayor grado
en comparacion con gliomas de menor grado y se ha asociado con un peor
prondstico. Algunos estudios revelaron que la baja expresion de CDK2 se asocia
con genes que regulan funciones celulares normales; en cambio, la alta expresion
de CDK2 se asocia con genes que regulan células inmunes y cancer. CDK2 también
se asocia negativamente con células B, células T CD4+ y células T CD8+. Mientras
que se relaciona positivamente con células endoteliales, macrofagos y células NK

(40). En cancer, se ha sugerido a CDK2 como una posible diana terapéutica (39).

1.6 Via de senalizacion WNT

La via de sefializacidon WNT juega un papel importante a lo largo de la vida, ya que
controla la recuperacién de patrones tisulares durante la regeneracion tisular, la
deformacion o el dafo tisular, la proliferacion celular, la diferenciacion, la

angiogénesis, la carcinogeénesis, la metastasis y la resistencia a farmacos (41,42).

Esta via de sefalizacion no solo se limita a la regeneracién y conservacion de
tejidos, sino que también es importante en otros 6rganos complejos mas grandes.
Las vias de sefalizacion WNT se han vuelto un objetivo terapéutico relevante en
muchos tipos de cancer incluyendo el GB, ya que se han encontrado desreguladas.

En el GB, la desregulacién de esta via conduce a la progresion de este tipo de
cancer, debido al papel que tiene en la proliferacion y pluripotencia (43). La
hipermetilacion de los receptores de WNT se encuentra en un 40 a 50% en los
pacientes con GB (44).
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La maquinaria molecular de la via de sefalizacion incluye Porcupine (PORCN),
receptores Frizzled (FZD) y co-receptores LRP5/6, Deshevelled (Dvl), Tankirasas
(TNKS), B- catenina y cAMP (45—-47). La transduccion de sefiales mediada por
WNT/Frizzled integra diversas vias de sefalizacion, que se han clasificado en dos
grupos de procesos bioldgicos basados en la participacion de la proteina B-
Catenina. Estas dos vias en la sefalizacion WNT se denominan “no candnicas” y

“canonicas” (48,49).

La especificidad en la senalizacion WNT depende de varias proteinas que modulan
ambas vias (50). En cancer, las células desregulan el ciclo celular, incrementando
la expresion del gen CCND1 o la estabilizacién de la ciclina D1, promovida por las
vias de tirosina cinasas y PI3K/AKT, asi como por la via WNT/B-catenina. La
activacion de WNT/B-catenina en células cancerosas se asocia con
concentraciones elevadas de ciclina D1, lo que impulsa una mayor proliferacion
celular (50). De acuerdo con revisiones bibliograficas, la actividad aumentada de la
via canodnica de WNT es responsable de la resistencia del GB a la quimioterapia y
la radioterapia, contribuyendo a su crecimiento, agresividad y alto potencial invasivo
(51,52).

La sefalizacién de WNT se inicia mediante la interaccion de las proteinas WNT, que
son glicoproteinas modificadas por lipidos, y los receptores Frizzled en la superficie
celular. La enzima PORCN, una O-aciltransferasa localizada en el reticulo
endoplasmico, juega un papel esencial en este proceso, al afadir un grupo
palmitoleilo a un residuo de serina en los ligandos WNT. Esta modificacién es crucial
para la activacion y funcionalidad de la sefalizacion WNT, ya que facilita la
secrecion y la capacidad de union de las proteinas WNT a sus receptores (53). La
inhibicién farmacologica de PORCN muestra una alta especificidad hacia la via de
sefializacion de WNT, lo que resulta en una reduccion significativa del crecimiento

de tumores dependientes de WNT.

Los inhibidores de porcupine disminuyen particularmente la capacidad de las
células para secretar ligandos WNT. En los ultimos afios, se han desarrollado
diversas estrategias terapéuticas dirigidas a interferir con la via de sefializacion

16



WNT, con el objetivo de retener el complejo de destruccion de -catenina, evitando

asi su acumulacion y, en consecuencia, el crecimiento celular anormal (54).

La primera categoria de agentes basados en la sefalizacion candénica de WNT
elimina principalmente la actividad y secrecién normales de los ligandos WNT. Entre
estos destacan los inhibidores de porcupine, ya que desactivan la actividad y
secrecion normales de los ligandos WNT al inhibir la palmitoilacién mediada por la
O-aciltransferasa que se encuentra unida en la membrana, en residuos de serina
especificos. Existen los inhibidores de la produccion de WNT (IWP) que son la
primera clase de inhibidores de PORCN con concentraciones inhibitorias medias
maximas (IC50) variables, incluyendo IWP-2, IWP-3, IWP-4, IWP-12, IWP L6, IWP-
2-V2 e IWP-01, que han mostrado distintos grados de eficacia en distintos tipos de
cancer (55). Esto destaca el potencial terapéutico de los inhibidores de PORCN

como una estrategia prometedora en el tratamiento del cancer.

1.7 Via de senalizacion TBK1

TBK1 es una proteina cinasa de serina/treonina codificada por el gen tbk1; es un
miembro de la familia de las cinasas IKB(IKK). La unién entre IKKe (IkB quinasa ¢)
es un elemento clave de la sefalizacion del factor nuclear kB (NF-kB), y TBK1
promueve la activacidon de la via de sefializacién de NF-kB y el factor regulador del
interferon (IRF). Este enlace estimula la autofagia y el proceso inflamatorio mediante
la activacion de factores clave involucrados en el desarrollo del cancer, como la
proteina cinasa B (Akt) y el factor TRAF2, ligado al receptor del factor de necrosis
tumoral (TNF-R) (56-58).

Ademas, inhibe supresores tumorales, como el de la cilindromatosis (CYLD) y
Forkhead box O3a (FoxO3a). Se ha observado que TBK1 muestra una mayor
expresion en tumores solidos; en este contexto, TBK1 promueve la supervivencia
de las células cancerosas y el crecimiento tumoral al alterar la via apoptotica e
induce la produccion de citocinas proinflamatorias mediante la activacion de la via
NF-kB (59-61).
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TBK1 puede ser activado por patrones moleculares asociados a patogenos
(PAMPs), patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs), citocinas inflamatorias
y quinasas oncogenicas (9). Estudios recientes han relacionado TBK1 con procesos
de inflamacion/inmunidad, metabolismo y proliferacién inducidos por patégenos
involucrados en muchas enfermedades humanas, incluidas enfermedades
inflamatorias, enfermedades neurodegenerativas y algunos tipos de cancer (62,63).
En el caso de GB, la desregulacion de esta via apoptotica contribuye al crecimiento
descontrolado del cancer (60).

Se han descubierto multiples inhibidores dirigidos a TBK1 que han mostrado
funciones potenciales en distintas enfermedades asociadas con la desregulacién de
esta cinasa. En el cancer, estos compuestos han despertado un gran interés debido
a su capacidad para modular vias de senalizacion implicadas en la proliferacion,
supervivencia y progresion tumoral. En particular, el inhibidor BX795 destaca como
uno de los inhibidores mas prometedores. Inicialmente fue identificado como un
inhibidor de la proteina quinasa dependiente de 3-fosfoinositido (PDK1); sin
embargo, posteriormente se demostré que su principal mecanismo de accidon
consiste en la inhibicibn de TBK1 e IKKeg, mostrando ademas propiedades

antinflamatorias (64).

Estudios recientes siguieren que BX795 posee actividad antitumoral, en el
tratamiento de diversos tipos de cancer, incluyendo el adenocarcinoma ductal
pancreatico primario y melanoma, donde su accion se ha asociado con el bloqueo
de la sefializacion mediada por TBK1 e induccidn del arresto de la fase mitética y la
muerte de las células tumorales. En células de carcinoma escamoso oral, este
compuesto produjo una acumulacion de células en la fase mitética, acompainada de
inhibicién de las vias AKT y NF-kB y de la induccidén de apoptosis. Los autores
propusieron que el arresto en fase M podria contribuir al efecto antiproliferativo de
BX795 y sefalaron que este fenomeno no se correlacion6 directamente con los
niveles de expresion de TBK1, por lo que podria involucrar efectos adicionales

derivados de la actividad farmacologica de BX79 (64—66).
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2. Planteamiento del problema

El GB es el tumor maligno primario del SNC mas comun y agresivo en adultos.
Generalmente incurable, corresponde al grado mas alto de astrocitomas, grado 1V,
con una tasa de supervivencia de 15 meses. En México, se detectan anualmente
un promedio de 3,500 nuevos casos de cancer cerebral, de los cuales solo el 33%
de los pacientes sobrevive al afio tras el diagnostico. El tratamiento estandar
consiste en cirugia, radioterapia y quimioterapia con TMZ. A pesar de esto, ninguna
intervencidn terapéutica prolonga la supervivencia de los pacientes, por lo que se

necesitan nuevas opciones terapéuticas.

De acuerdo con la literatura cientifica, se ha observado que los tratamientos
estandar en conjunto con el bloqueo de vias de sefalizacion especificas
involucradas en el desarrollo del cancer, podrian ser un tratamiento eficaz para
prolongar la supervivencia de los pacientes. En los mecanismos moleculares
involucrados con la patogénesis de GB, se ha observado que la desregulacion de
mecanismos involucrados en la respuesta inmunoldgica es de gran importancia en
el desarrollo de la enfermedad. La sobre activacion del factor de transcripcion NF-
kB es uno de los principales factores que se vinculan con la inflamacién y el
desarrollo del cancer. Asimismo, participa en mecanismos relacionados con el
aumento de la proliferacién celular y la progresién del ciclo celular. Esta progresion
es regulada por proteinas como las ciclinas y las CDK, entre las que se encuentra
CDK2, la cual participa principalmente en la transicion de la fase G1 a S y favorece

la progresion del ciclo celular y la proliferacion celular.

En conjunto, la desregulacion de las vias WNT y TBK1 podria modificar mecanismos
relacionados con la progresion del ciclo celular y, potencialmente, con la expresion
de proteinas reguladoras como CDK2. Sin embargo, la relacion entre el bloqueo
farmacoldgico de estas vias y los cambios en la expresion de CDK2 en GB
particularmente en las lineas U87MG y A172, aun requiere ser investigada de

manera especifica.
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Por lo tanto, la interaccién entre las vias WNT y TBK1 podrian ofrecer nuevas
oportunidades para intervenciones terapéuticas que regulen la expresion de CDK2
en el GB.

Por lo anteriormente planteado, surge la siguiente pregunta de investigacion:

¢ Qué efecto tiene el bloqueo farmacolégico en las vias de senalizacion WNT
y TBK1 sobre la expresién de la proteina reguladora de ciclo celular CDK2 en

células de glioblastoma humano?
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3. Justificacion

Entre los tumores del SNC, el GB es el glioma mas comun y maligno, representando
el 49.1% de los tumores cerebrales (2). El tratamiento estandar cosiste en cirugia,
radioterapia y quimioterapia con TMZ. A pesar de estos enfoques terapéuticos, el
pronostico continua siendo desfavorable debido a la alta tasa de recurrencia
postoperatoria y una baja supervivencia global de 15 meses y una tasa de

supervivencia a cinco afnos cercana al 6.8% (13,17,67).

El analisis de las alteraciones genéticas y moleculares asociadas al GB pueden
revelar los procesos biologicos que promueven el crecimiento tumoral, la invasion y
la resistencia al tratamiento. Ademas, esto ayuda a identificar subtipos tumorales,
identificacion de vias de sefializacion implicadas e identificar posibles dianas
terapéuticas.

En el GB se cree que el aumento en las vias de sefalizacibn como WNT, TGF-b,
VEGF, EGFR, CDKN2A, NF-kB y la via PI3K/ AKT/ mTOR son vias importantes en
la patogénesis de la enfermedad, contribuyen al comportamiento agresivo del tumor
y la resistencia terapéutica(68). WNT participa en procesos celulares fundamentales
como la regulacién del ciclo celular, cancer e inflamacién y cuya desregulacion se

ha asociado con una menor supervivencia en pacientes con glioblastoma (69).

En los ultimos afios, se han desarrollado diversas estrategias que bloquean la via
de sefalizacion WNT, centrandose en la retencion del complejo de destruccion de
B-catenina, disminuyendo con ello el crecimiento anomalo. Clinicamente, los
inhibidores de Porcupine que bloquean la sefalizacion de WNT han demostrado
potencial en el tratamiento de diversos tipos de cancer como en el cancer
colorrectal, cancer de pancreas, carcinoma hepatocelular, cancer de cabeza y
cuello (54).

Por otra parte, la activacion de TBK1 favorece la supervivencia y proliferacion de
células tumorales, contribuyendo a un microambiente inflamatorio y a su vez en la
progresion del cancer. Diversos estudios han demostrado que la inhibicidon
farmacoldégica de TBK1 mediante BX795 representa una estrategia terapéutica
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potencial en distintos tipos de cancer, incluyendo el adenocarcinoma ductal
pancreatico primario y el melanoma (70,71).

Por lo tanto, es necesario conocer los efectos que el bloqueo farmacologico con los
inhibidores IWP12 y BX795 puedan tener sobre las vias de senalizacion WNT y
TBK1 relacionadas con la expresion de proteinas reguladoras del ciclo celular.
Debido a esto, es importante estudiar estas alteraciones para comprender mejor los
mecanismos moleculares asociados con el desarrollo y progresion del GB, para

mejorar tanto las terapias como las estrategias para manejo clinico.
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4. Hipobtesis

Hipotesis alterna:

1. El bloqueo farmacolégico de las vias de senalizacion WNT y TBK1 esta
relacionado con una reduccion en la actividad de la proteina reguladora del

ciclo celular CDK2 en células de glioblastoma humano.

Hipotesis nula:

1. El bloqueo farmacoldégico de las vias de sefalizacion WNT y TBK1 no esta
relacionado con una reduccion en la actividad de la proteina reguladora del

ciclo celular CDK2 en células de glioblastoma humano.
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5. Objetivos

General:

Analizar el efecto del bloqueo farmacolégico de las vias de senalizacion WNT y
TBK1 sobre la expresion de la proteina reguladora del ciclo celular CDK2 en las

lineas celulares de glioblastoma humano U87MG y A172.

Especificos:

e Realizar el bloqueo farmacoldgico de las rutas de senalizacion WNT y TBK1
a diferentes tiempos y concentraciones con los inhibidores IWP12 y BX-795,
en las lineas celulares de glioblastoma humano U87MG y A172.

e Analizar la expresion de la proteina reguladora del ciclo celular CDK2 en su
forma activa, antes y después del bloqueo farmacologico de las rutas de
sefalizacion WNT y TBK1, a diferentes tiempos y concentraciones, por medio
de la técnica de western blot.

e Comparar e integrar los resultados obtenidos en el presente estudio con los
reportados en el trabajo previo del grupo de investigacion sobre bloqueo
farmacoldgico de las vias WNT y TBK1 dependiente de NF-kB (72), con el fin
de fortalecer la comprension de los mecanismos moleculares regulados por

las vias de sefializacion WNT y TBK1 en células de glioblastoma humano.
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6. Marco metodolégico

a. Diseno de la investigacion

Tipo de estudio: Experimental, in vitro, de enfoque cuantitativo.

Universo: Células de glioblastoma humano derivadas de las lineas celulares A172
y US7TMG.

Tamafo de la muestra: Tres réplicas bioldgicas independientes por cada condicion

experimental.

Método de muestreo: No probabilistico, aleatorio, a conveniencia.

b. Criterios de inclusién, exclusion y eliminacion
Criterios de inclusion:

Cultivos de células de glioblastoma humano de las lineas A172 y U87MG, con una

confluencia mayor al 85% y sin contaminantes.

Criterios de exclusion:
Cultivos contaminados.

Cultivos con una confluencia inferior al 85%.

Criterios de eliminacion:

Cultivos contaminados durante el experimento.

Muestras con proteina insuficiente para los métodos experimentales necesarios.
Fallas técnicas durante el procesamiento o analisis.

Muestras con degradacion proteica o resultados no interpretables.
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6.1 Cultivo celular

Las células de glioblastoma humano U87MG y A172 se cultivaron en placas para
cultivo de células adherentes de 75 cm?. Las células se incubaron a 37°C en una
atmosfera humidificada, con un 5% de CO,, utilizando medio de cultivo DMEM
(D9785-10L, Sigma-Aldrich) suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS) y
1% de penicilina-estreptomicina.

El tratamiento celular se llevé a cabo en placas de cultivo de 6 pozos, con una
densidad inicial de 2.5x10° células por pozo. Posteriormente, las células fueron
tratadas con el inhibidor BX795 (SML0694, Sigma), el cual es un inhibidor selectivo
de la ruta de sefializacién TBK1 e IKKe. Adicionalmente, bloquea la fosforilacién de
S6K1, Akt, PKCd y GSK3, ademas de modular la autofagia. También se utilizo el
inhibidor IWP12 (22729, Cayman), que es un potente inhibidor de la proteina
puercoespin (PORCN), e inhibe la senalizacion WNT autonoma de las células. El
tratamiento celular se realizé en concentraciones de 0.1, 1 y 10 uM, disueltas en
dimetilsulféxido (DMSO) (20 mg/10 uM), durante periodos de 24, 48 y 72 horas.

6.2 Extraccion de proteinas

Al concluir el tiempo de tratamiento celular, se inicid con la extraccion total de
proteinas a partir de los cultivos celulares. Para ello, se utilizaron 60 yL de buffer de
lisis compuesto por 25 mM de Tris-HCI (pH 7.4), 150 mM de NaCl, 1 mM de EDTA,
1% de NP-40 y 5% de glicerol.

Se utilizaron los siguientes inhibidores de proteasas por cada mL de buffer de lisis:
* 5 yL/mL de leupeptina (5 mg/mL).

* 5 yL/mL de aproptinina (10 mg/mL).

* 20 yL/mL de PMSF (10 mg/mL).

« 20 pL de NazVOy4 (100 mM).
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* 100 yL/mL de NaF (500 mM).

Las células adherentes fueron desprendidas con 500 yL de tripsina-EDTA al 0.25%
y luego recolectadas en tubos de 0.6 mL. Las muestras se incubaron en hielo
durante 45 min, con agitacibn en vortex cada 15 min. Posteriormente, se
centrifugaron a 13,000 rpm durante 25 min, a 4 °C, recuperando finalmente el
sobrenadante y colocandolo en un tubo para microcentrifuga de 0.6 mL.

Para la cuantificacién de proteinas, se utilizé el método de Bradford. Para la curva
estandar, se emple6 albumina sérica bovina (BSA) a una concentracion de 2 mg/mL
y se prepararon diluciones en concentraciones de: 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2
mg/mL.

En una placa de 96 pozos, se adicionaron 5 uL de los estandares de albumina por
duplicado, reservando los dos primeros pozos como blanco. Se afadié 1uL de
muestra por duplicado y se utilizé buffer de lisis como blanco.

Finalmente, se afiadieron 200 yL de la mezcla de Bradford. La absorbancia se midio
a 590 nm utilizando un espectrofotometro (Awareness Technology, StatFax 4200).
Después de obtener los resultados de la concentracion de proteinas de cada
muestra, estas se ajustaron a una concentracion de 4 ug/uL. Se adicion6 buffer de
carga SLB 1X, para completar un volumen final de 100 pL. Las muestras se
calentaron a 95°C durante 5 minutos y se congelaron a -20°C hasta su uso.

6.3 Western blot

Se realizaron ensayos de Western blot para determinar los cambios en la activacion
de la proteina reguladora del ciclo celular (CDK2, evaluada mediante la deteccion
de su forma activa fosforilada en el residuo de treonina 160 (Thr160)). La técnica de
Western blot sirve para detectar una proteina especifica en una muestra de células
o tejido. El primer paso del proceso consiste en la separacién de las proteinas con
un gel de corrida al 10% y un gel de apilamiento al 4%, por electroforesis, los cuales
se prepararon como lo indican la tabla 1 y 2, respectivamente:
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Tabla 1. Preparacion del gel de corrida (running gel) 10%

10%
Agua destilada 6.97 mL
Tris 1.5M pH 8.8 4.25 mL
SDS 10% 170 pL
Acrilamida/Bis 30%,
0 67 5.61 mL
APS 10% 170 pL
TEMED 34 uL
Volumen total 17 mL

Tabla 2. Preparacion del gel de apilamiento (stacking gel) 4%

4%

Agua destilada 6.1 mL
Tris 0.5 M pH 6.8 2.5mL
SDS 10% 100 pL
Acrilamida/Bis 30%, 2.67 1.33 mL
APS 10% 100 pL
TEMED 25 uL
Volumen total 10 mL

Se prepararon los geles al porcentaje deseado (de acuerdo con el peso molecular
de las proteinas de interés), limpiando previamente los platos con etanol al 70%.
Se preparo el buffer de corrida 5X, como a continuacion se describe:

* 15 g de Tris base

* 72 g de Glicina
Se disolvio en 700 mL de agua destilada y se completé a 1 L; se filtré con gasa
doble. Se almacend a temperatura ambiente. Para la preparacion del buffer de
corrida 1X, se empled la formula indicada en la tabla 3.
Tabla 3. Preparacion de buffer de corrida 1X
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Running buffer 5X 200 mL
SDS 10% 10 mL
Agua destilada 790 mL

Una vez ensamblada la camara de electroforesis, se llen6 con buffer de corrida 1X
y se removieron los peines cuidadosamente, para no danar los pozos. En el primer
pozo, se agregaron 1.5 pL del marcador de peso molecular. En los pozos
subsecuentes, se cargaron 35 ug de proteina por muestra (previamente calentadas
y centrifugadas). Se corrié a 100V, hasta que el frente de corrida llego al fondo del

gel.

1. Transferencia de proteinas en membrana PVDF
Cuando la migracion de las proteinas termind, se desensamblaron los geles, se
corto el gel de apilamiento y se remojo el gel en buffer de transferencia.
El buffer de transferencia 1X contiene 25 mM de Tris-HCI, 192 mM de glicina, y 20%

metanol absoluto.

Por cada gel se preparo:

*1 membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF): es un fluoropolimero
termoplastico altamente inerte quimicamente. Se emplea en condiciones que
requieren mucha pureza, fortaleza y elevada resistencia a acidos, bases y
disolventes. Esta membrana se utiliza por su capacidad para adsorber
polipéptidos de forma inespecifica (cortar del tamafio del gel para economizar)
y se corta una pequefia pestafia en la esquina derecha.

* 4 papeles Whatman gruesos, los cuales son filtros estandares de referencia

mundial por su calidad y fiabilidad para la filtracion en técnicas de laboratorio.

Se hidrat6 la membrana en metanol absoluto por 30 segundos y después se enjuago
con buffer de transferencia 1 o 2 minutos. Se empaparon las esponjas y los papeles
Whatman con buffer de transferencia. Se prepar6 el sandwich de transferencia

como se indica a continuacion:
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* Esponja/2 papeles Whatman/gel (con el marcador de peso molecular en el
lado derecho) /membrana (con la esquina cortada en el mismo lado del
marcador de peso molecular) /esponja.

* En cada paso se eliminaron las burbujas, rodando una pipeta.

En la transferencia en camara humeda se llené e insert6 el casete con cuidado, para
no crear burbujas. Se afadié un poco mas de buffer hasta la marca de la camara y
se transfirio a 60mA (constante) toda la noche a 4°C. Al terminar el tiempo de
transferencia se saco la membrana y se enjuagd en TBS-Tween 20.

2. Incubacion de las membranas con los anticuerpos

Se bloqued la membrana 1 h a temperatura ambiente con albumina bovina al 1%
(BSA al 1%) en TBS-T (1 0 5 g de albumina bovina por cada 100 mL de TBS-T).
Se incubo con el anticuerpo primario anti-CDK2 (Thr160) 1:1000 (Cell Signaling,
2546) previamente diluido en BSA 1% toda la noche a 4°C en agitacion. Se lavo 3
veces 5 min con TBS-T. Se incubd la membrana con el anticuerpo secundario anti-
IgG de conejo biotinilado a una dilucién de 1:1000 (Cell Signaling, 2561) durante 1hr
a temperatura ambiente. Posteriormente, se incubd la membrana con estreptavidina
durante 1h a temperatura ambiente y se realizaron tres lavados de 5 min con TBS.
Finalmente, se lavo 3 veces 5 min con TBS-T y se desarroll6 la membrana con
diaminobencidina.

Para deteccidn de B-actina, utilizada como control de carga, se empleo el anticuerpo
anti-B-actina (BioLegend, 643801) a una dilucion de 1:1000. Posteriormente, se
realizaron tres lavados de 5 min con TBS-T y se incubd con el anticuerpo secundario
anti-raton 1:1000 (Sigma, A2554) durante 1 h a temperatura ambiente. Se realizaron
3 lavados con TBS-T durante 5 min y se desarroll6 la membrana mediante

diaminobencidina.

Variables del estudio
Variables dependientes: Expresion de la proteina CDK2 en su forma activa.
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Variables independientes: Bloqueo farmacologico con IWP12 y BX795, tiempo de

exposicion.
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7. Operacionalizacion de las variables

Variable

Definicion

conceptual

Definicion operativa

Tipo de variable

Escala

Analisis
estadistico

DEPENDIENTES

CDK2 Activa

Cantidad de CDK2 en
su forma activa,
implicada en la
progresion de la fase S
del ciclo celular.

Deteccion de la proteina
CDK2, en su forma
activa, fosforilada en
treonina 160, a través de
densitometria de la
banda detectada

mediante western blot.

Cuantitativa

continua.

Unidades arbitrarias.

ANOVA de dos

vias

INDPENDIENTES

Bloqueo
farmacolégico con
IWP12 y BX795.

Bloqueo farmacolégico
con los inhibidores en
el cultivo células de

glioblastoma humano.

Adicion de los inhibidores
IWP12 'y BX795 a
concentraciones de 0.1,
1y 10 uM, directamente
en el medio de cultivo

celular.

Cuantitativa.

pumol/L.

ANOVA
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Tiempo
exposicion.
Grupo de 24 h
Grupo de 48 h
Grupode 72 h

de

Intervalo de tiempo
durante el cual se
mantiene la interaccion
con un agente hasta

que se interrumpe.

Cantidad de tiempo que
se  mantendran las
células en el medio de
cultivo con los inhibidores
farmacoldgicos.

Grupos de 24, 48 y 72
horas.

Cuantitativa.

Horas.

ANOVA
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8. Analisis estadistico

Para la determinacion de la expresion proteica por Western Blot, se realizaron
analisis estadisticos con la prueba ANOVA de dos vias para datos paramétricos. Se
consideraron como factores el tiempo de tratamiento (24, 48 y 72 h) y la
concentracion de los inhibidores (0.1, 1 y 10 uM), evaluando los efectos principales
de cada factor y la interaccion entre ambos. Para las comparaciones multiples entre
los grupos tratados y el grupo control se empled la prueba post-hoc de Dunnett. El
valor que se considerd estadisticamente significativo para cada prueba fue de p<
0.05.

9. Implicaciones Bioéticas

El estudio, al ser un seguimiento de un proyecto ya establecido, se sometio a la
aprobacién del Comité de Etica en Investigacion de la Facultad de Medicina de la
Universidad Autonoma del Estado de Meéxico, con numero de registro
CONBIOETICA-15-CEI-002-20210531 (Anexo 1), correspondiente al proyecto
titulado:  “MODIFICACION DE LA PROLIFERACION CELULAR EN
GLIOBLASTOMA HUMANO DEPENDIENTE DE LA ACTIVIDAD DE NF-kB A
TRAVES DEL BLOQUEO FARMACOLOGICO DE LAS RUTAS DE
SENALIZACION WNT y TBK1”. Dicho proyecto fue sometido para su evaluacién y
aprobacion por el Comité de Etica en Investigacion y obtuvo el dictamen de
aprobacion en MARZO del 2023.

El estudio se realizé conforme a lo establecido en el Reglamento de la Ley General
de Salud en Materia de Investigacion y en la Norma Oficial Mexicana NOM-097-
ECOL-SSA1-2002, para el manejo de residuos bioldgicos.
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b. Resumen del articulo

Modificacion de la proteina reguladora de ciclo celular CDK2 en células de glioblastoma

humano mediante el bloqueo farmacolégico de las rutas de sefalizacion WNT y TBK1

Amanda Citlalli Hernandez Gutiérrez1, José Antonio Estradal, Luis Angel Zapi-Colin1, Irazu

Contreras1*
* Autor de correspondencia: Irazu Contreras, Ph.D. icontrerasg@uaemex.mx

El glioblastoma (GB) es la neoplasia maligna primaria del sistema nervioso central mas agresiva y
frecuente en adultos, caracterizada por su elevada capacidad invasiva y resistencia a los
tratamientos convencionales, por esta razon, es fundamental investigar los mecanismos moleculares
implicados en su desarrollo; entre ellos, las vias WNT y TANK-binding kinase 1 (TBK1) desempefian
un papel importante en la patogénesis del GB. El objetivo del presente estudio fue determinar los
efectos del bloqueo farmacolégico de WNT y TBK1, mediante los inhibidores IWP-12 y BX795,
respectivamente, sobre la expresion de la proteina reguladora de ciclo celular CDK2 en las lineas
celulares de glioblastoma humano U87MG y A172.

Las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de IWP-12 y BX795 durante 24, 48 y 72
h. La expresion de CDK2 se evalu6 mediante Western blot y analisis densitométrico. El tratamiento
con BX795 mostro tendencias hacia una menor expresion de CDK2 con 1y 10 uM en A172 alas 72
hy en U87MG principalmente a las 48 y 72 h. IWP-12 mostré tendencias hacia una menor expresion
de CDK2 en U87MG, mientras que en A172 produjo un aumento significativo a 10 yM a las 48 h y

una tendencia a la disminucién a las 72 h.

En conjunto, estos hallazgos indican que la inhibicion farmacolégica de las vias WNT y TBK1 podrian
modular la expresion de CDK2, favoreciendo una menor progresion del ciclo celular y respaldando
el potencial de ambas vias de sefalizacion como blancos terapéuticos para limitar el crecimiento

tumoral.

Palabras clave: Glioblastoma, CDK2, WNT, TBK1, ciclo celular.
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11. Discusion

Efectos del bloqueo farmacolégico de WNT y TBK1 sobre la expresion de la

proteina de ciclo celular CDK2

El glioblastoma es un tumor altamente agresivo en el que la desregulacion del ciclo
celular juega un papel central en su progresion. En particular, las quinasas
dependientes de ciclina, como CDK2, han sido ampliamente implicadas en la
transicion G1/S, favoreciendo la proliferacion celular y la progresion tumoral.

Si bien la expresién de CDK2 se mantiene relativamente estable durante el ciclo
celular normal, una estimulacion anormal prolongada puede provocar su
desregulacion, lo que da como resultado una alteracion del ciclo celular y
proliferacion incontrolada, hasta llegar a la formacion de tumores. De acuerdo con
esto, diversos estudios recientes han reportado que CDK2 se encuentra
sobreexpresada en gliomas y se asocia con peor pronostico, lo que refuerza su

papel como blanco terapéutico relevante en la biologia del GB (73).

De acuerdo con los resultados obtenidos mediante los ensayos de western blot y el
analisis densitométrico, se demostré que la inhibicion farmacoldgica con IWP-12 y
BX795 en las lineas celulares de glioblastoma U87MG y A172, produce reduccion
de la activacion de la proteina de ciclo celular CDK2.

IWP-12 no generd un gran cambio en comparacién con BX795. Sin embargo, se
observdé una disminucidén significativa en la expresion de la proteina CDK2.
Actualmente estan en prueba otros inhibidores mas ponentes para la via WNT para
distintos tipos de cancer que han mostrado buenos resultados (73). Los efectos
directos de IWP-12 no se han probado en modelos in vivo de glioblastoma, lo que
requiere medir su seguridad y citotoxicidad frente a tejidos sanos.

Los resultados revelan una dependencia de la dosis y el tiempo de estimulacion en
la reduccién de la expresion de la proteina de ciclo celular CDK2, los cambios mas
significativos se vieron con 1y 10 uM de BX795 a las 48 horas en U87MG mientras
que en A172 se observo una disminucion al mayor tiempo de estimulacion de 72

horas. Para IWP-12 la disminucion de esta proteina se vio a las 24 horas con 1y 10
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MM para U87MG mientras que para A172 fue a las 72 horas con las mismas
concentraciones, y con la concentracion mas alta de 10 yM a las 24 horas.

Los efectos del inhibidor BX795 han sido evaluados previamente en dos lineas
celulares y células primarias de GB donde redujo la viabilidad celular, mostro efectos
antiproliferativos y antiinflamatorios, y un aumento de la expresién de proteinas pro-
apoptoticas (74). Por otro lado, algunos inhibidores de la via de sefalizacion WNT
han avanzado hasta ensayos clinicos de fase I/l para el tratamiento de diversos
tipos de cancer, en combinacion con otros farmacos, lo que respalda su potencial

como estrategia terapéutica (54).

En este sentido, la disminucién de la expresion de CDK2 tras el bloqueo de WNT/B-
catenina y TBK1 sugiere que ambas contribuyen al mantenimiento de la
proliferacion celular. Su inhibicion reduce la expresion de reguladores clave del ciclo
celular, lo que podria favorecer un arresto en la transicion G1/S y limitar el
crecimiento de las células tumorales. En conjunto, estos datos indican que con dosis
de 1y 10 uM de BX795 promueve cambios en la proteina de ciclo celular CDK2 en

células de glioblastoma humano U87MG.
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12. Conclusiones

En conjunto, nuestros resultados muestran que los inhibidores IWP-12 y BX-795
podrian modular la expresion de la proteina reguladora del ciclo celular CDK2
mediante el bloqueo de las vias de sefializacion WNT y TBK1 en las lineas celulares
U87MG y A172 de glioblastoma. La disminucién observada en la expresion de
CDK2 en su forma activa sugiere una posible reduccién en la progresion del ciclo

celular.

A partir de estos resultados, se plantea la necesidad de realizar estudios adicionales
que permitan determinar si los cambios observados en CDK2 fosforilada se
acompanan de modificaciones en la proliferacion, distribucién de las células en las
diferentes fases del ciclo celular y apoptosis. También, seria relevante evaluar la
expresion de CDK2 total y de otras proteinas reguladoras del ciclo celular, como
CDK1, ciclinas y proteinas inhibidoras de CDK, con el propdsito de profundizar en

los mecanismos asociados con la inhibicion de las vias WNT y TBK1.

Como lineas de investigacion futuras, también podria estudiarse el efecto
combinado de IWP-12 y BX-795, asi como su interaccion con los tratamientos
utilizados convencionalmente en el glioblastoma, particularmente TMZ vy
radioterapia. Del mismo modo, evaluar estos tratamientos en otros modelos
celulares y en modelos preclinicos, con el fin de determinar la reproducibilidad de

los efectos observados y establecer su posible relevancia biologica.

El uso de inhibidores dirigidos contra estas vias de sefalizacidon, que presentan
alteraciones en el GB, podria representar una estrategia terapéutica prometedora

como tratamiento adyuvante al manejo convencional del glioblastoma.
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Tabla 4. Preparacion de estandares de BSA para cuantificacion de proteinas
mediante el reactivo de Bradford.

Concentracién (mg/mL) Albumina (2 mg/mL) Agua destilada
0.1 50 yL 950 yL
0.2 100 pL 900 pL
0.4 200 pL 800 pL
0.6 300 pL 700 pL
0.8 400 pL 600 pL
1.0 500 pL 500 pL
1.2 600 pL 400 pL

Otras soluciones utilizadas durante la separacién de proteinas:
Persulfato de amonio 10% (APS 10%)

1 g de persulfato de amonio en 10 ml de agua destilada. Guardar a 4°C.

Tris 1.5 M pH 8.8
18 g de Tris base, disolver en 70 mL de agua destilada, ajustar pH a 8.8 con HCl y
completar a 100 mL con agua.

Tris 0.5 M pH 6.8
6 g de Tris base, disolver en 70 mL de agua destilada, ajustar pH a 6.8 con HCl y

completar a 100 mL con agua.
Lauril sulfato de sodio 10% (SDS 10%)

10 g de SDS, disolver en 70 mL de agua destilada, evitando hacer espuma,

completar a 100 mL con agua.
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