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RESUMEN

El glioblastoma (GB) es un tumor del sistema nervioso central compuesto por
células tumorales y otros tipos celulares, como macrofagos, neutrofilos, astrocitos,
neuronas y células T. Es uno de los tumores mas agresivos y con peor prongstico,
teniendo una media de 15 meses de supervivencia post-diagndstico. A pesar de los
avances en su tratamiento, la mayoria han sido ineficaces debido a la capacidad del
GB de generar un microambiente inmunosuprimido que induce la proliferacion de
las células tumorales. Por ello, es necesario investigar tanto los mecanismos
moleculares involucrados en las alteraciones de las vias de sefalizacién, como el

microambiente y su impacto en las respuestas inmunitarias.

El objetivo del presente estudio fue determinar los efectos del bloqueo
farmacolégico de las vias de sefializacion WNT y TBK1, a través de los inhibidores
IWP12 y BX795, sobre los cambios en viabilidad celular, ciclo celular y su relacion
con la expresion de NF-kB (p50 y p65) en las lineas celulares US7TMG y A172 de
glioblastoma humano, para ello se realizaron ensayos de cristal violeta, citometria

de flujo y western blot respectivamente.

Los resultados muestran que el tratamiento con IWP12 y BX795 induce una
reduccion en la viabilidad celular en ambas lineas celulares de glioblastoma humano
U87MG y A172, mostrando una dependencia de tiempo y concentracién. Del mismo
modo se han observado cambios en el ciclo celular en ambas lineas celulares
principalmente durante 24 y 48 horas de estimulacién con BX795 induciendo un

incremento del porcentaje de células en las fases S/IM/G2 del ciclo celular.

Lo resultados sugieren que el tratamiento con BX795 promueve cambios en la
viabilidad celular, asi como cambios en el ciclo celular dependientes de la expresion
de NF-kB, lo cual indica que pudiera ser utilizado como un posible adyuvante al
tratamiento actual de GB, mejorando la respuesta al mismo y potencialmente

mejorar la supervivencia de los pacientes.



1. Marco teérico
1.1. Glioblastoma

Los gliomas son los tumores elementales mas comunes del sistema nervioso
central, caracterizados por crecimiento invasivo, progresion rapida, dificultad en la
reseccion completa, recurrencia frecuente y mal prondstico (1). Estos representan
el 29% de todos los tumores cerebrales y dentro de este grupo de tumores se
encuentra el glioblastoma (GB), el tipo de tumor cerebral mas letal. EI| GB — IDH1
tipo silvestre o -wildtype (IDH1-wt) de acuerdo con la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) es clasificado como un tumor de grado 4, debido a sus patrones de
necrosis y cambios vasculares (2). Los gliomas y el GB surgen de células
progenitoras neurogliales. EI GB esta conformado por diferentes tipos de células,
incluidas células madre de glioblastoma (CMG) (3). Las CMG son células
pluripotentes de division lenta y se han reconocido por su importancia en la
resistencia a la terapia citotoxica. Asi mismo, son responsables de la expansion y
tumorogénesis. Otros tipos de células presentes en la masa tumoral incluyen células
asesinas naturales (NK), células plasmaticas, células B, diversas subpoblaciones
de células T colaboradoras, como T reguladoras (Tregs), Thl, Th2, Thl7; ademas
de células T CD8+, células dendriticas, granulocitos, monocitos, macrofagos tipo 2

y tipo 1, consideradas como las células mas comunes en el GB (3).

Los GB se pueden dividir en subtipos primarios y secundarios que evolucionan a
través de diferentes vias genéticas. Afectan a pacientes de diferentes edades y
tienen diferencias en los resultados al tratamiento (3, 4). Los GB primarios
representan el 80% de los GB y ocurren en pacientes mayores (edad media 65
afos), viendose mayormente afectado el grupo de edad entre 75y 84 afos. Los GB
secundarios se desarrollan a partir de un astrocitoma de grado inferior o de
oligodendrogliomas, y se presentan en pacientes mas jévenes (edad media 45
afos) (4).

Al igual que otros tipos de cancer, el GB tiene multiples causas posibles, incluidas

las alteraciones moleculares. Entre los dafios genéticos detectables mas



tempranos en gliomas de bajo grado, se encuentran ciertas mutaciones en el gen
de la enzima isocitrato deshidrogenasa 1 (IDH1). Esta documentado que las
mutaciones de IDH1 ocurren en aproximadamente 75% a 80% de los GB de
segundo grado, mientras que en los subtipos primarios solo se presentan en 3% a
5% y se asocian con una supervivencia prolongada. Esta observacion llevé a la
organizacion mundial de la salud (OMS) a modificar el esquema de clasificacién de
tumores del sistema nervioso central, para distinguir los subtipos de GB IDH-wt e
IDH-mutante (5).

Se han identificado cuatro subtipos de GB de acuerdo con diferencias moleculares:
neural (NE), proneural (PN), clasica (CL) y mesenquimal (MES). Esta clasificacion
se baso6 en cambios de expresion en el receptor del factor de crecimiento A-derivado
de plaquetas (PDGFRA), IDH, Neurofioromina 1 (NF1) y receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR). El subtipo PN se ha asociado con una mayor media
de supervivencia; este subtipo presenta alteraciones de PDGFRA y mutaciones en
IDH1. Este subtipo contiene el porcentaje mas alto de pacientes jovenes. La
clasificacion molecular, mas alla del prondstico, puede ayudar a desarrollar mejores
terapias dirigidas especificamente, que se puedan utilizar junto al tratamiento

convencional contra glioblastoma (6).

De acuerdo con estudios epidemiolégicos, la incidencia de GB presenta diferencias
segun la etnicidad de la poblacion. La incidencia es mayor en caucasicos no
hispanos, mientras que en personas nativo americanos se presenta en un 40%
menor. Los paises que presentan una incidencia mayor son EUA, Australia y los
paises del Norte y Oeste de Europa. La incidencia se ve incrementada con la edad.
Los hombres se ven afectados con mayor frecuencia, aproximadamente 1.58 veces
mas, comparado con mujeres. Mas alld de los pocos casos de predisposicion
genética y exposicion a radiacion ionizante, no se conocen factores de riesgo

especificos para glioblastoma (7).

A pesar de los grandes avances en el entendimiento de la enfermedad, sigue

teniendo un mal prondstico médico, con una supervivencia media de 15 meses.



Regularmente, el tratamiento incluye cirugia, radioterapia y quimioterapia,
administrada con el agente alquilante quimioterapéutico temozolomida. (8). Sin
embargo, el glioblastoma invariablemente recurre con mayor resistencia a la
quimioterapia. Solo el 5.5% de los pacientes supera los 5 afios de vida post-
diagndstico (8). Las opciones de tratamiento en el contexto de la recurrencia estan
menos definidas, sin un estandar de atencion bien establecido y poca evidencia que
prolonguen la media de supervivencia. Debido a la baja tasa de supervivencia de
los pacientes diagnosticados, es necesario explorar diferentes terapias innovativas
y enfoques combinados; por ejemplo, la inmunoterapia y oncologia de precision.

1.2 Glioblastoma e inmunosupresion

La inmunovigilancia frente al cancer es el proceso a través del cual el sistema
inmunologico puede detectar y eliminar células tumorales. Esta teoria, también
conocida como inmunoedicion, fué originalmente propuesta por McFarlane Burnet
y comprende tres fases: eliminacion, equilibrio y escape (9). Durante la fase de
escape, algunas células sobreviven y desarrollan la capacidad de evadir la
respuesta inmunoldgica, a través de diversos procesos, que pueden incluir la
inmunosupresion (10). Estd documentado que el GB induce una inmunosupresion
sistémica e intratumoral, modificando las principales vias de sefializacion
inmunogénicas y alterando la inmunidad celular dentro y fuera del cerebro. Este
grado de inmunosupresion explica en parte por qué algunos estudios clinicos de
fase Ill para GB han fracasado, y también puede presentarse como parte de los

efectos secundarios inmunosupresores de la quimioterapia y la radiacion (11).

Debido a que el GB es también un tumor heterogéneo, facilita la evasion inmunitaria
(12, 13). Las células de GB secretan una variedad de factores solubles, incluidos el
factor de crecimiento transformante-beta (TGF-B), interleucina 6 (IL-6) y quimiocinas
como CCL2, CXCL12 y SDF-1, que reclutan activamente microglia y macrofagos.
El glioblastoma y otros tumores cerebrales pueden provocar una inmunosupresion
sistétmica e intratumoral significativa, debida en gran parte por macréfagos
asociados al tumor (TAMs) (14).



La microglia en GB es una fuente principal de TGF-, la cual desempefia un papel
clave en la contribucion del microambiente inmunosuprimido. TGF-B participa en
este proceso a través del bloqueo de la activacion y proliferacion de células T,
inhibiendo la activacion de células NK, inhibe NKG2D en células T CD8+ y NK, lo
cual permite que las células sean menos efectivas en la respuesta citotoxica, TGF-
B también regula negativamente la producciébn de IL-2, promoviendo la
diferenciacion de células Tregs (15). La abundancia de Tregs se asocia con un mal
pronéstico clinico, ya que cambian el medio de las citocinas hacia la
inmunosupresion. La inmunosupresion se presenta mediante la capacidad que
tienen los Tregs por restringir la funcion infiltrante de las células T, previniendo la
produccion de IL-12. La elevada cantidad de Tregs en GB se puede deber a la
produccion de las quimiocinas CCL22 y CCL2, secretadas por el GB. Estas
quimiocinas, suelen unirse a los receptores CCR2 y CCR4, comunmente
expresados por Tregs (14, 16).

Los puntos de control inmunolégico restringen la funcién del sistema inmune a
través de vias co-estimuladoras y co-inhibidoras. Estas vias reguladoras suprimen
la activacion y proliferacion de las células T. Un punto de control inmune involucrado
en la evasion inmune de GB es el ligando de la proteina 1 de muerte celular
programada (PD-L1). La activacion de PD-L1 suprime la proliferacion y funcion de
las células T citotoxicas residentes en el tumor. PD-L1 también puede mejorar la
actividad de Tregs (14).

En el GB, varias células inmunes expresan PD-L1; por ejemplo, las células T CD4+
y CD8+. Asi mismo, los TAMs expresan PD-L1 en su superficie. La expresion de
PD-L1 en monocitos circulantes y TAMs podria desencadenar inmunosupresion
sistémica, a través de un mecanismo de retroalimentacion por IL-10. La IL-6,
producida por células endoteliales vasculares y TAMs, se ha implicado en procesos
pro-tumorales en GB, entre los que se encuentra promover el reclutamiento de
macroéfagos a traveés de la induccion de CCL5/CXCL5. Asi mismo, la expresion de
PD-L1 es dependiente de expresiéon de IL-6 (14,17).



Ademas de las citocinas inmunosupresoras, los contactos directos célula-célula, a
través de PD-L1, moléculas HLA y el receptor inductor de apoptosis Fas, también
pueden contribuir al escape inmunolégico. Las células madre de glioblastoma
también tienen la habilidad de escapar a la respuesta inmunitaria, mediante la
regulacion negativa de la expresion del complejo principal de histocompatibilidad
(MHC) I, de este modo llevando a una falla en la activacion de las células T

citotoxicas (17).

Existen terapias dirigidas a las vias de sefializacion que estan frecuentemente
alteradas en el glioblastoma, las cuales se han observado participan en el proceso
de inmunosupresion, como las vias fosfoinositol 3-kinasa (PI3K)/proteina quinasa B
(AKT), mTOR y p53, asi como el EFGR; sin embargo, no se han logrado resultados
positivos en el tratamiento del GB (7). Existen otras vias de sefalizacion
involucradas en la tumorgénesis, entre ellas el factor nuclear kappa B (NF-«B),
Wingless (WNT) y TBK1, que ademas podrian estar involucradas en el

microambiente inmunolégico del GB.
1.3 Factor de transcripcion NF-kB

El factor nuclear kappa B (NF-kB) es un factor de transcripcion que regula la
inflamacion y la inmunidad en respuesta a estimulos muy variados. NF-kB esta
compuesto por una familia de cinco factores de transcripciébn conformada por
homodimeros y heterodimeros de la familia de proteinas Rel: p65, p50, p52, RelB y
c-Rel. Sin embargo, estos miembros de la familia pueden dimerizar en diferentes
combinaciones, solo los dimeros que contienen p65, RelB o c-Rel pueden funcionar
como factores de transcripcion competentes. En el CNS, los heterodimeros

predominantes son p65/p50 (18).

Generalmente y en condiciones de homeostasis, el factor NF-kB se encuentra
inactivo en el citoplasma. Posterior a un estimulo apropiado, las proteinas
inhibidoras, denominadas inhibidores de kB (IkBs), las cuales se conforman por

IkBa, IkBb e I|kBe, estas se encuentran unidas a NF-kB, son fosforiladas,



ubiquitinizadas y degradadas por el proteosoma, permitiendo la liberaciéon de NF-
kB. Una vez que se activa NF-kB es traslocado al nucleo y regula la expresion de
genes diana, entre las cuales se encuentran citocinas, receptores solubles de
citocinas, proteinas de estrés, moléculas de adhesién, moléculas

inmunoreguladoras (19) (Figural).

a
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Figura 1. Via de sefalizacion clasica de NF-kB. El factor de transcripcion NF-kB se
encuentra de forma inactivada en presencia de IkB. Una variedad de estimulos, como ROS
y citocinas inflamatorias, activan NF-kB al degradar el complejo IkB. NF-kB de forma
activada se traslada al nacleo, se une al ADN y activa la transcripcion de genes diana
(Modificada de 19).

La activacion de NF-kB esta controlada por una serie de reguladores positivos y
negativos. NF-kB puede ser activado por varios estimulos como lipopolisacaridos
bacterianos, ésteres de forbol, virus, estrés oxidativo, luz UV y radiacion ionizante;
su activacion se produce a traves de diferentes vias de sefalizacion, que son
reguladas por receptores o factores de crecimiento que se encuentran desreguladas
en los gliomas, entre los que se encuentran TLRs, EGF, EGFR, PTEN, IGFBP2,
TNF-a / TNFR1, ING4. La via de sefalizacion de NF-kB desempefa un papel



importante en diversas enfermedades mediante la regulacion de la inmunidad, la

proliferacion y la apoptosis (20).

Se ha observado una activacion aberrante de NF-kB en varios tipos de cancer
incluido el glioblastoma y puede controlar la expresion de genes que promueven la
supervivencia de las células tumorales y otros factores oncogénicos (18, 21). Una
variedad de estimulos, como ROS y citocinas inflamatorias, activan NF-kB. El papel
en la carcinogénesis de NF-kB depende de la activacion de NF-kB y la produccion
de citocinas relacionadas como IL-1, IL-2, IL-6. IL-10 y TNF-a (20, 21), los cuales
estan directamente relacionados con el control de proliferacion, ciclo celular y
regulacion de apoptosis. Estudios recientes indican que la expresion anémala de
estos reguladores puede contribuir a una mayor activacion de NF-kB, lo cual es
observado comunmente en glioblastoma, se ha asociado a radio resistencia y un
peor prondstico relacionado con la resistencia al tratamiento convencional (18, 21,
22).

En el glioblastoma, la via de sefializacion NF-kB se encuentra sobre-activada y se
asocia con un peor pronostico clinico. Se ha descrito que algunos subtipos de
glioblastoma presentan mayores concentraciones de componentes en la via de
sefializacion de NF-kB como TNFRSF1A, RELB y TRADD. La actividad de NF-kB
esta controlada por una serie de reguladores positivos y negativos. NF-kB puede
ser activado a través de diferentes vias de sefializacion o factores de crecimiento
gue se encuentran desreguladas en glioblastoma, entre los que se encuentran
TLRs, EGF/EGFR, PTEN/Akt, IGFBP2 e INGA4, los cuales participan en el desarrollo
y agresividad de glioblastoma, resultando en evasion de la respuesta inmune,
progresion tumoral, resistencia a la apoptosis, neoangiogénesis y resistencia al
tratamiento (19, 20, 21, 22).

NF-kB como un factor que promueve la supervivencia celular y la proliferacién a
través de proteinas que son reguladas por NF-kB en GB, incluyen Akt, Bcl2, Bclxl,
survivin, Cox2 y el inhibidor de proteinas de apoptosis (IAPs) y las ciclinas tipo D.
IkBa controla el complejo p52/RelB del factor de transcripcion NF-kB en la transicion



de la fase G1 a S del ciclo celular (22). Ademas, p65 interactta con el inhibidor del
ciclo celular pl6INK4a. Sin embargo, la actividad de NF-kB relacionado al
reclutamiento de genes diana proliferativos fluctian durante el ciclo celular. La
sobrexpresion de NF-kB asociado al ciclo celular depende de varios factores que
participan en el mismo. P53 participa en la activacion de NF-kB, a través de
CDKN2A un supresor de tumores, este participa en la modulacion del arresto
celular. Del mismo modo la activacion de la ciclina D1 mediante la via de
sefalizacion WNT participa activamente en el ciclo celular, ya que es clave en la
regulacion de la fase G1 del ciclo celular (21, 22).

También participa en la supervivencia de células de glioblastoma, debido a que
promueve la captura de glucosa a través de la sobre activacion del receptor de
glucosa 1 (GLUT1). Asi mismo se ha descrito el papal del mecanismo IKKb/NF-kB

como piedra angular en gliomagénesis (23).
1.4. Via de sefializacion Wingless (WNT)

La via de sefalizacion de la familia de sitios de integracion MMTV tipo Wingless
(WNT) es una de las vias de sefializacion conservadas evolutivamente que regulan
varias funciones celulares, incluidas la proliferacion celular, apoptosis, polaridad,
migracion y mantenimiento de células madre. La desregulacién de la via WNT
representa un factor critico para el desarrollo de tumores. Se han descrito varios
genes de WNT, con un namero diferente entre diferentes especies. Las proteinas
Whnt se secretan como glicoproteinas modificadas con lipidos, normalmente de 350

a 400 aminoacidos de longitud (24).

En la superficie celular, las proteinas Wnt activan receptores de la membrana celular
de manera paracrina y autocrina. Las proteinas Wnt secretadas por las células
pueden inducir mecanismos celulares mediante la activacion de proteinas de
membrana FzZD1-10 (Frizzled 1-10), proteinas intracelulares y factores de
transcripcion, regulando la expresion génica. La estructura de la via Wnt se basa en

tres vias de sefalizacion: via de sefializacion canonica, dependiente de 3-catenina,
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y dos vias de sefalizacion no candnicas, independientes de -catenina: la via de

sefializacion de PCP (polaridad celular plana) y la via de Ca?-Wnt (24).

La activacion del complejo transmembrana compuesto por el receptor Fzd y el
correceptor de proteina relacionada con lipoproteinas de baja densidad 5/6 (LRP5
o LRP6), media la via Wnt candnica dependiente de 3-catenina. La estimulacion del
receptor Fzd a través de ligandos Wnt para otros correceptores, da como resultado
una activaciéon de vias Wnt no canénicas (24). La union de Wnt a su receptor
promueve la fosforilacion de la proteina dishevelled (DVL), que conduce a la
desfosforilacion de la proteina axina. La B-catenina, de este modo, puede librarse
del complejo de degradacién conformado por dos cinasas: caseina cinasa 1 (CK1a),
glicégeno sintasa cinasa 3 B (GSK-3B) y dos proteinas andamios: eje de inhibicién
(Axina) y adenomatous polyposis coli (APC), evitando su degradacion. La
acumulacion de B-catenina promueve su translocacion al nucleo. La B-catenina es
una proteina involucrada en la transcripcion de genes, siendo los mas relevantes
los miembros de la familia de factores de transcripcion factor de células T / factor
potenciador linfoide (TCF/LEF) (24, 25) (Figura 2).

En la via Wnt no canodnica, los ligandos Wnt se unen a los receptores FZD y a la
proteina correceptora tirosina cinasa 7 (PTK7), receptor relacionado con RAR
(ROR) o al receptor similar a tirosina cinasa (RYK), transmitiendo la sefial a DVL.
DVL forma el complejo activador de disheveled asociado de morfogénesis 1 (DVL-
Daam-1), que desencadena un GTPasa, como (RhoA) y (ROCA). Asi. Mismo DVL
también desencadena (RAC), (JNK) y (AP-1). Esta via no candnica esta involucrada

en el reordenamiento de citoesqueleto, motilidad y polaridad celular (25) (Figura 2).
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Frizled Cadherina

Degradacién
p-Catenina

Genes diana WNT

OFF Genes diana WNT

ON

Genes diana

Figura 2. Vias de sefializacion WNT. A) Sin la presencia de la sefalizacion de Wnt, B-
Catenina forma un complejo con Axina, APC y GSK3-8 y se fosforila, lo que lleva a su
degradacion. La B-Cateninca también se puede unir a cadherinas y regular la adhesion
célula-célula. B) En la via que participa Wnt, p-Catenina se desacopla del complejo de
degradacion y transloca al nacleo, donde se une a los factores de transcripcion LEF/TCF,
activando genes diana. C) En la via no canénica de WNT, Wnt se une a los receptores FZD,
provocando la activacion, a través de DVL, de Rho Y Rac, para finalmente activar INK y los
factores de transcripcion de AP-1. (Modificado de 25, 229)

Cuando se activa la via Wnt canoénica, la B-catenina se transloca al nucleo y actda
como factor de transcripcion. Sin embargo, cuando la via Wnt no esta activa, la
proteina B-catenina se degrada. Alteraciones en los componentes de la via de
sefalizacion Wnt son responsables de multiples patologias relacionadas al
desarrollo celular y cancer (26). Asi mismo, se ha informado que existe una
activacion continua de la B-catenina en los tumores. Estos hallazgos confirman que

existen otros factores capaces de activar la 3-catenina y sus vias posteriores (27).
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La via de sefializacion se vuelve un poco compleja debido a la diversidad de
receptores FZD y sus ligandos Wnt, debido a que cada uno de estos ligandos exhibe
particularidades diferentes. A la fecha, se han identificado al menos 19 proteinas
Wnt en humanos. Se ha asociado la progresién tumoral con diferentes tipos de
ligandos Wnt: Wntla, Wntlb, Wnt5, Wntl1, en diferentes tipos de cancer (28).

El ligando mas estudiado es Wnt5a. Es una proteina evolutivamente conservada;
desempefia un papel importante en el desarrollo embriénico y la homeostasis. Se
han descrito que la sefializacion alterada de Wnt5 es un evento importante en la
progresion tumoral, con efectos tanto de supresion en diferentes tipos de cancer.
Se ha descrito que la via de sefalizacion Wnt5/NF-kB/IL-6/STAT3, en varios tipos
de cancer, promueve una retroalimentacion positiva, amplificando el efecto de
Whnt5a. Asi mismo, se ha visto tiene un doble efecto en el microambiente tumoral,
al activar las vias de sefalizacion ROR1/AKT/p65 y TLR/MYDS88/p50. En
glioblastoma, se ha observado un efecto pro-tumorigénico. La via de Wnt5a es
particularmente importate en casi todos los aspectos de funcion y diferenciacién en
los macréfagos. Se ha demostrado que Wnt5a induce quimiotaxis de macrofagos y
la activacion de JNK y NF-kB (28, 29, 30).

Debido a que las alteraciones en la via de sefializacion WNT se pueden encontrar
en varios tipos de céncer, estos pueden estar asociados con mutaciones en
componentes centinela de las vias: viz, APC, B-catenina, AXIN, WTX y TCF4.
Estudios recientes han demostrado mutaciones de APC en aproximadamente 13%
de los casos de GB (29, 30). Sin embargo, el papel de la sefalizacién Wnt en el
glioblastoma permanece poco aclarado.

La figura 1 muestra las principales vias de activacion de la via de sefalizacion de
WNT: la via canonica, que es dependiente de la activacion de B-Catenina y cuya
activacion depende de la presencia de ligandos WNT, y la via no candnica, en la
gue se activa JNK.
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Mas alla de la participacion de Wnt//B-Catenina en la activacién trasncripcional, se
cree que esta via de sefializacion desempefia un papel crucial durante la mitosis.
Se ha descrito la participacion de la via de sefializacion WNT, en la proliferacion
celular, al existir una relacion directa entre esta via y factores de crecimiento
mitdgenicos. Estos factores de crecimiento sinergizan con la sefializacion de Wnt/j3-
Catenina mediante la activacion de LRP6 en la fase G2/M. Los reguladores del
punto de control del ciclo celular que controlan la entrada a G2/M también pueden
afectar la sefializacién de Wnt. La propia sefalizacion de Wnt/pB-Catenina promueve
la progresién de G1 al inducir c-myc y ciclina D1. Lo anterior sugiere que la
sefalizacion de Wnt/B-Catenina genera un ciclo de retroalimentacion positiva en

células en proliferacion, de esta forma promover la progresion del ciclo celular (31).

1.5. Via de sefalizacion TBK1

La cinasa de unién TANK-1 (TBK1) es una proteina serina/treonina cinasa de
84kDa. Consta de 729 residuos de aminoacidos, compuestos por un dominio
quinasa (KD, 1-307) ubicado en su extremo N-terminal, un dominio similar a la
ubiquitina (ULD, 308-383), un dominio en espiral (CCD1, 407-657) y un dominio en
espiral 2 (CCD2, 658-713). TBK1 forma un homodimero o heterodimero con IKKi
(30). TBK1 tiene multiples colaboradores de union, como el activador de NF-kB
(TANK) asociado a la familia TRAF, el adaptador TBK1 similar a NAP1 (SINTBAD),

y la proteina asociada a NAK (NAP1), que son criticos para su activacion (33, 34).

TBK1 desempefa un papel esencial en varias vias de sefalizacion e induccion de
interferones que pueden aportar la localizaciéon subcelular de TBK1 y pueden
contribuir a su regulacion y especificidad de sefalizacion. TBK1 regula las
respuestas inmunes innatas coordinando la activacion de factores de transcripcion
gue incluyen el factor regulador de interferon 3 (IRF3) y las vias NF- kB (32). TBK1
es un miembro de la familia de la proteina quinasa IkB quinasa (IKK), que incluye
las IKK candnicas como IKKa, IKKB e IKKy (NEMO) y los miembros no canonicos

de IKK, como IKKe (IKBKE) y TBK1, con roles establecidos que coordinan la
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inmunidad innata, induciendo la respuesta de interferdn tipo | (IFN) y modulando la
sefalizacion de NF-kB (35). El reconocimiento de acidos nucleicos citoplasmaticos
por receptores de ADN/ARN activa TBK1, que conduce a la fosforilacion y activacion
del factor regulador de interferén 3y 7 (IRF 3y 7). Estos factores de transcripcion
son clave en la regulacion de la expresion de interferones de tipo | (IFN; IFN-a/f).
TBK1 es activada por la sefializacion a través de los receptores tipo Toll y receptores
tipo RIG-I, promoviéndose la produccion de IFN1 e IRF3/IRF7. TBK1 tiene funciones
adicionales en autofagia/mitofagia/xenofagia, metabolismo celular, ciclo y muerte
celular (36).

En la respuesta inmune innata, el GMP ciclico - AMP sintasa (cCGAS) se une al ADN
citoplasmatico derivado de patégenos para generar GMP-AMP ciclico (cGAMP),
que se une al estimulador de genes de interferon (STING), lo que lleva al
reclutamiento de TBK1 e IFR3/7, promoviendo la activad de estos factores de
transcripcion (37). TBK1 también fosforila el transductor de sefial y el activador de
la transcripcién 6 (STAT6) en Ser407, y STAT3 en Ser754, para promover aspectos
reguladores que son clave en la transduccion de sefales y expresion génica (38)
(Figura 3).
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Figura 3. Via de sefalizacion de TBK1 en cancer. TBK1 fosforila AKT y mTOR/mTORC1,
promoviendo la sefalizacion de la supervivencia y crecimiento celular a través de la
sefalizaciéon RAS, mediante la regulacion de AKT/mTOR (Madificado de 38).

La sefializacion de TBK1 se ha relacionado con varias caracteristicas distintivas de
la progresion tumoral, incluida la evasién de la supresion del crecimiento, la evasion
de la destruccién inmunitaria, la inflamacion promotora de tumores, la induccién de
angiogénesis, la inestabilidad gendmica, la resistencia a la apoptosis y la
reprogramacion del metabolismo energético (4). Diversos estudios sugieren que
TBK1 desempefia un papel importante en algunas células mutantes KRAS,

promoviendo la proliferacién y sobrevivencia celular (38).

Se ha descrito que TBK1 puede patrticipar en el ciclo celular, esto debido a que su
actividad al estar sobrexpresada, incrementa la fosforilacion de Polo-like kinase
(Plk1) la cual es un regulador clave en la division celular. La actividad de Plkl

contribuye a diferentes eventos mitéticos durante la division celular, incluida la
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transicion G2/M, maduracién de centrosomas, formacion del huso bipolar,

segregacion cromosomal y citocinesis (41).

Adicionalmente, TBK1 tiene un papel oncogénico en melanoma (41) y en cancer
pulmonar no asociado a células pequeias (42). IKKe se ha reportado como un
amplificador en el cancer de mama, dénde su expresion es importante para la
supervivencia (43). Asi mismo IKKe estd implicado en el fenotipo oncogénico de
glioma, donde participa en la promocion de la supervivencia de las células de glioma
a través de la regulacion positiva de Bcl-2, en una via dependiente de NF-kB (44,
45). Los mecanismos por los que TBK1 se activa en las células tumorales aun no

se comprenden completamente.

1.6. Receptores tipo Toll (TLRS)

Una de las principales complicaciones en el tratamiento de glioblastoma, es la
capacidad que tiene el tumor de crear un microambiente de inmunosupresion, lo
cual le permite evadir la respuesta inmune. Los tumores de GB activan y movilizan
el sistema inmunoldgico innato mediante la activacion de receptores, incluidos los
receptores tipo Toll (TLR) (46).

Los TLR son receptores de reconocimiento de patrones (PRRs), pueden detectar
patdgenos mediante el reconocimiento de patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMPSs) o dafo celular mediante patrones moleculares asociados a
dafo (DAMPSs). Los TLR son una familia de receptores transmembrana. Hasta la
fecha se han identificado 10 en humanos. Contienen motivos extracelulares
repetidos ricos en leucina (LRR) y un dominio homologo del receptor citoplasmaético
Toll/IL-1 (TIR). Los TLRs (1-10) son moléculas fundamentales para provocar una
respuesta inmunitaria en varios tipos de células. Normalmente, los TLRs se agrupan
en dos categorias: 1) endosomales (TLR-9, TLR-8, TLR-7 y TLR-3), sensores de
acidos nucleicos y responden a DNA/RNA derivados de patdégenos y células
muertas. 2) TLR de accion de superficie celular (TLR-10, TLR-6, TLR-5, TLR-4,
TLR-2, y TLR-1), los cuales residen en la membrana y responden a ligandos

microbianos (47).
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Los TLR tienen la capacidad de activar respuestas inmunoldgicas y se expresan
principalmente en células presentadoras de antigeno (macrofagos o células
dendriticas); sin embargo, también se expresan en células epiteliales y otros tipos
celulares. En el sistema nervioso central se identifican varios tipos de TLRs,
expresados en neuronas y estructuras gliales. TLR-4 es detectado principalmente

en células microgliales (48).

Los TLR se pueden expresar tanto en células inmunitarias como en células
tumorales. Se ha identificado la expresion de TLR-4 en diferentes lineas celulares
de glioblastoma (47, 49). TLR-4 es el primer miembro identificado de la familia de
TLR expresado en muchos tipos de tumores y la acumulacion de evidencias
demostro que la activacion de TLR-4 en el microambiente tumoral puede no solo
estimular la inmunidad antitumoral, sino que también puede dar lugar a una
vigilancia inmunitaria y progresién tumoral. La activacion de TLR4 ha mostrado
asociacion con la regulacién de la supervivencia celular, proliferacion, migracion,

evasion inmunitaria y resistencia a TNF-a (50).

La expresion proteicay de mRNA de TLR-4 ha sido detectada en las lineas celulares
de gliomas U118, U87, A172 y LN229. En tejidos y biopsias primarias de pacientes
con gliomas, la expresion de TLR4 fue significativamente mayor en GB, comparado

con otros tipos de gliomas (50).

En estudios in vitro, en lineas celulares humanas, se ha observado una co-
localizacién significativa de TLR-4 y modificaciones en los activadores de la via de
sefalizacion WNT (51), lo qgue demuestra su papel eficaz en el crecimiento de GB,

gue podria representar una posible forma de proteccion contra el tumor.

La activacion de la via de sefalizacion de TLRs se origina en el dominio
citoplasmatico TIR, el cual contiene el adaptador intracelular MyD88. La via de
sefalizacion TLR dependiente de MyD88 es comun en todos los TLR; sin embargo,
solo TLR-3 y TLR-4 presentan una via de sefializacion independiente de MyD88
(52) (Figura 4).
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Después de la estimulacién de TIR, MyD88 recluta al receptor IL-1 asociado a
quinasa (IRAK). IRAK es activado por fosforilacion y luego asociado a TRAF6,
llevando a la activacion de dos vias de sefializacién, para finalmente activar JINK y
NF-kB (52). La via de sefalizacion de TLR-3 también se puede activar mediante el
ligando de dsRNA, que activa una via independiente de la sefializacion mediante
MyD88, en la cual IRF-3 desempefia un papel central. IRF-3 es asociada con IKKS.
IKKS estan compuestas por IKKa y IKKB; ambas quinasas fosforilan en los residuos
Ser32 y Ser36 de IkBa, lo cual induce la activacion de NF-kB. Adicionalmente,
existen dos vias no canonicas, TBK1 e IKKe/IKKi, las cuales inducen la fosforilacion
de IRF-3 (52, 53) (Figura 4).

TLR3

Figura 4. Via de sefializacion de TLR3 y TLR4. Via de activacion de citocinas inflamatorias
a través de TLR3 y TLR4. MyD88 conduce a la activacion de IRF-3 a través de TBK1 e
IKKe/IKKi, mediante su activacion por el adaptador que contiene el dominio TRIF.
(Modificado 48).
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Los TLRs son activadores potentes de la respuesta inflamatoria. Su activacion
puede resultar en la produccion de citocinas, quimiocinas e interferones, y del factor
de transcripcion NF-kB (54). La via de sefializacion de NF-kB desempeiia un papel
importante en diversas enfermedades mediante la regulacion de la inmunidad, la
proliferacion y la apoptosis. La familia de NF-kB cuenta con cinco miembros
importantes, c-Rel, p50, p52, p65/RelA y RelA. El factor de transcripcion NF-kB se
une al ADN y activa la transcripcion génica. Se une a | Kappa B (IkB) en el
citoplasma sin estimulacion. Una variedad de estimulos, como ROS vy citocinas
inflamatorias, activan NF-kB al degradar el complejo IkB. NF-kB se traslada al
nacleo y se une al ADN, activando la transcripcion. El papel en la carcinogénesis
depende de la activacion de NF-kB y la produccion de citocinas relacionadas, como
IL-1, IL-2, IL-6. IL-10 y TNF-a (55).

Las interleucinas y TNF-a pueden ser reguladas por el factor de transcripcion NF-
kB. Esto suprimira la apoptosis, inducira la proliferacion celular, invasion,
metastasis, quimioresistencia e inflamacion. Se ha descrito que los TLRs estan
relacionados en el crecimiento y desarrollo tumoral. Sin embargo, la activacion de
los TLRs puede tener efectos antitumorales o protumorales en el crecimiento
tumoral o metastasis en diferentes tipos de células de cancer. La promocion de
tumores esta asociada con la producciébn de citocinas por parte de células
inmunitarias / inflamatorias, que activan los factores de transcripcion NF-kB, STAT3
y AP-1. Estos factores de transcripcion regulan la via de sefializacion COX-2 / PGE2

(prostaglandina E2) en las células de cancer e inflamatorias (56, 57).

Asi mismo, se ha descrito que Wnt5 activa la via de sefalizacién de TLR/MyD88/p50
en células de mielo-monocitos, promoviendo un fenotipo resistente, ademas de la
sintesis de la citocina antiinflamatoria IL-10. Del mismo modo, se ha descrito que la
sintesis de IL-10 en macrofagos también es mediada por la via Wnt5a / TLR /
MyD88, y conduce a la activacion del homodimero NF-kB-p50. Como resultado de
estos mecanismos, Wnt5a desempefia un papel negativo en la funcion celular

inmune, contribuyendo con un microambiente inmunosuprimido y confiriendo una
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resistencia a la inmunoterapia. Resulta interesante explorar la relacion de otros tipos

de Wnts en la activacion de TLRs en células de glioblastoma (58).
1.7. Inhibidores farmacol6gicos

Los avances en tecnologia y salud han permitido una mejor comprension de los
fundamentos moleculares y gendmicos del glioblastoma. La identificacion de las
alteraciones gendmicas promete expandir la lista de tratamientos terapéuticos. La
heterogeneidad intratumoral y la evolucion del tumor a lo largo del tiempo,
principalmente en respuesta a la terapia, también son cruciales para guiar la

seleccion de nuevas terapias para el tratamiento del glioblastoma (59).

A pesar de los avances en la medicina actual y el surgimiento de terapias dirigidas,
solo el bevacizuman, un agente anti angiogénico, ha sido aprobado para el
tratamiento del glioblastoma. El incremento de la investigacion en inmunoterapia ha
abierto nuevas vias de tratamiento para pacientes con GB. Recientemente se han
desarrollado farmacos o pequefias moléculas que actian como bloqueadores
especificamente en la via de sefalizacion de interés. Se han explorado las terapias
dirigidas a EGFR con inhibidores de tirosina quinada (TKI), EGFR, PI3K/mTOR,
BRAF/MEK; sin embargo, en gran medida no se ha logrado demostrar una eficacia

significativa (60).

En estudios previos se ha demostrado que el GB es altamente resistente a un solo
inhibidor, lo que sugiere que los tratamientos combinados, en los que se incluyen
quimioterapia e inhibidores de diferentes vias de sefalizacion, podrian ser un

posible tratamiento de GB.

Se han realizado estudios farmacoldgicos en los que se busca inhibir la activad de
WNT. Se ha reportado que, en células de cancer de colon, pancreas y mama, la via
de sefalizacibn WNT se encuentra sobre regulada. Del mismo modo, se ha
demostrado que pamoato de pyrvinio, un inhibidor de la via de sefalizacion WNT,
puede tener una actividad antitumoral contra diferentes tipos de cancer. XAV939,

un inhibidor de Wnt, de tipo enzimatico, inhibe la sefializacion por WNT en una linea
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celular de GB. Asi mismo, SEN461 disminuy0 la viabilidad de las lineas celulares y

redujo el volumen de tumor, a través de la inhibicibn de WNT/B-catenina (27, 28).

Asi mismo, se han identificado una clase moléculas pequefias que inhiben la
produccién de proteinas Wnt, denominadas IWPs, por ser inhibidores de la
produccion de Wnt. Ademas, se identific6 que su diana molecular es Porcupine
(Porcn), una proteina de la familia O-aciltransferasa unida a la membrana (MBOAT).
Esta aciltransferasa cataliza la palmitoilaciéon de Wnt para permitir su salida a la via
secretora y activacion posterior de las respuestas celulares. La inactivacion de
Porcn captura a Wnt3A en el reticulo endoplasmaético, y esto conduce a la inhibicion
de la sefalizacion de Wnt. Las alteraciones en la activacion de Porcn comunmente
resultan en trastornos del desarrollo, incluida la hipoplasia dérmica focal, mientras
que la hiperactividad de Porcn esta asociada con el crecimiento de células
cancerosas. Se cree que la inhibicién de Porcn puede ser una estrategia efectiva

contra algunos tipos de cancer (61, 62).

Estudios recientes han revelado el posible uso de IWP12 un inhibidor especifico de
WNT para el tratamiento de varios tipos de cancer, como adenocarcinoma ductal
pancreatico y melanoma. Asi mismo, se ha descrito el bloqueo de la produccion de
wnt via IWP12 en cancer de piel, mostrandose un efecto antiinflamatorio y una
disminucién en la activacion de la via de fibrosis (63). En hepatocarcinoma, se
observé una reduccion en el crecimiento celular en diferentes cultivos celulares (64,
65).

Por otro lado, debido a que TBK1 desempefia un papel fundamental en la dinAmica
de los microtubulos y el proceso de division celular, en células de cancer de mama
y pulmén, se considera un blanco farmacolégico atractivo como terapia en contra
del cancer. El blogueo de TBK1 induce muerte celular en células de cancer de
pulmon. RalB y Sec5A activan TBK1 para inducir el crecimiento y la supervivencia
de células cancerosas. Ademas, a través de la activacion de mTOR mediante la
fosforilacidn de AKT y S6K, induce a la supervivencia en células. TBK1 se puede

unir a mTORC1 y reduce su actividad para el control de cancer. Asi mismo, TBK1
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puede estimular AKT mediante la fosforilacién directa en Thr308 y Ser 473 (34). La
inhibicion de TBK1 reduce la viabilidad celular. BAY-985, un inhibidor de TBK1/IKKG,
inhibe la fosforilacion de IRF3 e induce la eficacia anti-proliferativa en las lineas
celulares de melanoma. Asi mismo, DDX19, inhibe TBK1 y la fosforilacion de IRF3
mediada por IKKg, sugiriendo que este inhibidor regula la produccién de IFN de tipo
| (46).

Estudios recientes han revelado el posible uso de BX795, un inhibidor especifico de
TBK1, para el tratamiento de varios tipos de cancer, como adenocarcinoma ductal
pancreatico y melanoma. BX795 se identificd originalmente como un inhibidor de
PDK1; sin embargo, inhibe principalmente TBK1 e IKKe, mostrando un efecto
antiinflamatorio, y es capaz de suprimir la actividad de IFN3 y reduce la expresion

de Bcl-2, Bax y p53, promoviendo el proceso apoptético en células de GB (66, 67).
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2. Planteamiento del problema

El GB es el glioma difuso més agresivo de linaje astrocitico y corresponde al grado
IV, segun la clasificacion de la OMS (46). Es la neoplasia maligna mas comun del
SNC y representa el 45.2% de los tumores primarios malignos del SNC, el 54% de
todos los gliomas y el 16% de todos los tumores primarios del SNC (4). El GB es
una enfermedad generalmente incurable, con una media de supervivencia de 15
meses (9, 47). El tratamiento es complejo e inicialmente consiste en una extraccion
quirargica, radioterapia y quimioterapia concurrente con temozolomida (TMZ) (48).
Ademas, no se ha demostrado ninguna intervencién terapéutica que prolongue la

supervivencia de los pacientes (7).

Con base en distintos estudios analizados, se ha observado que la inmunoterapia
parece ser la terapia mas prometedora para pacientes con glioblastoma, debido a
su alta capacidad de evasion inmunoldégica. La patogénesis de esta enfermedad es
compleja, pero en general se ha observado que la desregulacibn de mecanismos
involucrados en la respuesta inmune juega un papel importante en el desarrollo de
la enfermedad. El factor de transcripcion NF-kB se ha visto involucrado
principalmente en mecanismos que permiten a las células tumorales ser mucho mas
invasivas y metastaticas, aunque también participa en mecanismos que aumentan

la proliferacion y sobrevida de este tipo de células.

Las vias de sefializacibon WNT y TBK1 son importantes en la regulacién de las
interacciones intercelulares, ciclo celular y migraciéon a través de su participacion
directa en la activacion de NF-kB. Las mutaciones o cambios en estas vias estan
asociadas con el desarrollo de cancer, por lo que surge las siguientes preguntas de

investigacion:

¢ Qué efectos tienen los cambios en las vias de sefializacion WNT y TBK1
inducidos por el bloqueo farmacoldgico y su efecto sobre la activacion de NF-

kB, en células de glioblastoma humano?
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¢, Qué efecto tiene el bloqueo farmacoldgico en las vias de sefalizacion WNT

y TBK1 sobre laviabilidad y ciclo celular, en células de glioblastoma humano?
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3. Justificacion

Uno de los padecimientos que presenta un elevado indice de mortalidad en la
sociedad actual es el glioblastoma, que es una patologia que se desencadena
debido a multiples factores genéticos que conllevan a una proliferacion

descontrolada de células, que originan neoplasias cerebrales.

Los GB comprenden subtipos primarios y secundarios que evolucionan a través de
diferentes vias genéticas y afectan a pacientes de diferentes edades,
presentandose mayormente después de los 65 afios. Los GB primarios (de novo)
representan el 80% de los GB y ocurren en pacientes mayores (edad media 62
afos). Los GB secundarios se desarrollan a partir de un astrocitoma de grado
inferior o de oligodendrogliomas y se presentan en pacientes mas jovenes (edad
media de 45 afos) (4). La tasa de incidencia de GB es 3.19/100,000 habitantes.
Esta es la tasa mas alta entre los tumores del SNC con comportamiento maligno,
seguida de astrocitoma difuso grado 2 (0,56/100.000) y glioma maligno no
especificado de otra manera (0.46/100,000) (49). El desarrollo de un tratamiento
eficaz para GB continda siendo un reto para la oncologia molecular. Debido a la alta
tasa de mortalidad relativa de los pacientes diagnosticados con glioblastoma, se
denota la necesidad de explorar posibles blancos terapéuticos alternativos para esta

patologia.

Debido a esto, es necesario conocer los efectos que el bloqueo farmacolégico
pueda tener sobre las vias de sefializacion WNT, TBK1 asociadas con el factor
transcripcion NF-kB ya que es necesario explorar nuevas vias de tratamientos
enfocadas con multiples direcciones, entre las que se encuentran las vias de
sefalizacion asociadas con el desarrollo y proliferacion celular, resistencia y un
acercamiento inmunologico, para su aplicacion terapéutica. Esto permitiria entender
mejor el desarrollo del GB y mejorar la estrategia en el manejo clinico y el

tratamiento.
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4. Hipotesis
Hipotesis alterna:

1. El bloqueo farmacologico de las vias de sefalizacion WNT y TBK1 esta

relacionado a una menor activacion de NF-kB en células de glioblastoma humano.

2. El bloqueo farmacoldgico de las vias de sefalizacibon WNT y TBK1 esta
relacionadas a cambios en viabilidad y ciclo celular en células de glioblastoma

humano.
Hipotesis nula:

1. El bloqueo farmacolédgico de las vias de sefalizacion WNT y TBK1 no esta

relacionado a una menor activacion de NF-kB en células de glioblastoma humano.

2. El blogueo farmacologico de las vias de sefalizacion WNT y TBK1 no esta
relacionadas a cambios en viabilidad y ciclo celular en células de glioblastoma

humano.
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5. Objetivos
General:

Analizar los cambios en la viabilidad y ciclo celular mediante la modificacion de la
actividad de NF-kB a través del bloqueo farmacolégico de las vias de sefializacion

WTN y TBK1 en las lineas celular de glioblastoma U87MG y A172.
Especificos:

1. Evaluar la viabilidad de lineas celulares de glioblastoma en presencia
de inhibidores farmacolégicos IWP12 y BX-795 a diferentes tiempos y
concentraciones.

2. Evaluar los cambios en la expresion de las moléculas p50 y p65

(activas y no activas) antes y después del tratamiento con los
inhibidores IWP12 y BX795

3. Evaluar la viabilidad celular antes y después del tratamiento con
IWP12 y BX-795.

4. Analizar los cambios en el ciclo celular antes y después del tratamiento
con IWP12 y BX-795.

28



6. Marco metodoldgico

Disefio de la investigacion

Tipo de estudio: Experimental.

Universo: células de glioblastoma humano de las lineas celulares A172 y US7MG.

Tamano de la muestra:

Método de muestreo: No probabilistico, aleatorio.
Criterios de inclusion, exclusiéon y eliminacion
Criterios de inclusion:

Cultivos de células de glioblastoma humano A172 y U87MG, con un porcentaje de

confluencia superior al 85% y libres de contaminantes.
Criterios exclusion:

Cultivos de células contaminadas.
Cultivos de células con un porcentaje de confluencia <85%.

Variables del estudio

Variables independientes: Bloqueo farmacoldgico. Tiempo de exposicion.
Variables dependientes: viabilidad celular, ciclo celular, expresion de las proteinas
p50 y p65.
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6.1. Cultivo celular

El cultivo de las células de glioblastoma humano US7TMG y A172, se realizé en cajas
para cultivo de células adherentes T75 cm?. Las células se incubaron a 37°C en una
atmosfera humidificada al 5% de COz2, con medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) suplementado al 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 de 2.5 x 10°células por pozo. Posteriormente, fueron tratadas con BX795
(SML0694, Sigma) e IWP12 (22729, Cayman) en las siguientes concentraciones:
0.1, 1,5y 10 uM y disuelto en dimetil sulfoxido (DMSO) (20 mg/ 10 uM), durante 24,
48 y 72 horas.

6.2 Extraccion de proteinas

Una vez finalizado el tiempo de tratamiento celular, se realizé extraccion total de

proteinas a partir de los cultivos celulares.

La extraccion de proteinas totales se llevo a cabo utilizado 60 pL de buffer de lisis
(25nM de Tris-HCL, pH 7.4, 150 mM de NaCl, 1 mM de EDTA, 1 % de NP-40y 5%
de glicerol). Se empleo Tripsina para despegar las células adheridas a la placa de
cultivo y posteriormente se recuperaron. Las muestras se incubaron en hielo durante
45 min, agitando en vortex cada 15 min. Una vez finalizados los 45 min, se
centrifugaron a 13,000 rpm durante 25 min, a 4 °C. Al final, se recuperé el
sobrenadante.

Se empleo el método de Bradford para la cuantificacion de las proteinas. Para la
curva estandar, se utilizé albumina bovina (BSA) (2 mg/mL) en concentraciones:
0.1,0.2,0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2 mg/mL. En una placa de 96 pozos, se agregaron 5 uL
de los estandares de albumina por duplicado, dejando los dos primeros pozos como
blanco. Se agrego 1 uL de muestra por duplicado y se utilizé el buffer de lisis como

blanco. Finalmente, se agregaron 200 uL de mezcla Bradford. La absorbancia fue
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leida a 590 nm en un espectrofotdmetro (Awareness technology, StatFax 4200).
Una vez que se obtuvieron los resultados de concentracion de proteina de cada
muestra, se ajustaron a una concentracién de proteinas de 4 ug/mL. Se agrego
buffer de carga para completar un volumen de 100 plL. Las muestras se calentaron

durante 5 minutos a 95 ° C y se congelaron hasta su uso.
6.3. Western blot

Se realizaron ensayos de western blot para determinar los cambios en la expresion
de proteinas NF-kB (p50 y p65), implicadas en las vias de sefializacion WNT y
TBKL1. El western blot es una técnica utilizada para detectar una proteina especifica
en una muestra de lisado celular. El primer paso del proceso implica la separacion
de las proteinas en un gel de poliacrilamida por electroforesis, a un voltaje constante
de 100 V. Una vez separadas las proteinas, se transfirieron a una membrana de
transferencia de fluoruro de polivinilideno (PVDF), a partir de la cual se pueden
detectar las proteinas de interés, al ser incubadas con anticuerpos especificos para
cada proteina. La membrana de PVDF se hidrato durante 30 segundos y
posteriormente se enjuago con buffer de transferencia (25 nM Tris, 192 nM glicina,
20% metanol) durante 1 minuto. Se coloco en la cdmara de transferencia una
esponja, dos papeles filtro, el gel de poliacrilamida, membrana PVDF, 2 papeles
filtro y al final una esponja, Se transfiri6 a un voltaje constante de 60 mA, durante
toda la noche, a 4°C. Una vez completada la transferencia, se enjuago la membrana
con buffer de lavado adicionado con Tween-20 (TBS-Tween) al 0.1%. Las
membranas fueron bloqueadas con leche baja en grasa al 5%, disuelta en TBS-

Tween (5/100 mL de TBS-T), por una hora, en agitacion suave.

Posteriormente, la membrana fue incubada con un anticuerpo primario especifico
contra las proteinas de interés p50 (MBS8509317, MyBioSource), p50 phospho
(FNab10905, FineTest), p65 (MBS1489473, MyBioSource) and p65 phospho
(FNab10840, FineTest), en diluciones 1:1000, 1 h a temperatura ambiente o 4°C,
en agitacion suave toda la noche. Se realizaron 3 lavados, cada uno de 5 minutos,

con TBS-Tween. Finalmente, las uniones de anticuerpo-proteina fueron detectadas
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mediante el anticuerpo secundario TBST, anti-rabbit (31460, Thermo Scientific). Se
realizaron 3 lavados durante 5 minutos con TBS-Tween. La membrana fue revelada
mediante la solucién de revelado (150 uL de 3,3-Diaminobencidina (DAB) al 0.5%
en PBS 1Xy 30 uL de H202).

6.6 Ensayos de ciclo celular

Se realizaron ensayos de ciclo celular para cultivos de células de glioblastoma,
mediante citometria de flujo y su tincién con ioduro de propidio (IP), para determinar

el efecto de la inhibicién farmacolégica de las vias de sefializacion WNT y TBK1.

Se cultivaron 0.2 x 10° células U87MG y A172 en placas de cultivo de 6 pozos,
durante 24 horas a 37 ° C. Posteriormente, se estimularon los cultivos celulares con
IWP12 y BX795 con concentraciones de 0.1, 1, 5y 10 uM durante 72, 48 y 24 hrs
respectivamente. Se retiro el medio de todos los pozos y se agregaron 100 uL de
medio fresco en cada pozo, con las diluciones de farmacos correspondientes. Una
vez finalizado el tiempo de estimulacion se empled tripsina para desprender las
células y recogerlas, se recolectaron en tubos de 1.5 mL. Posteriormente se
centrifugaron a 3500 rpm durante 5 min. El boton celular fue resuspendido en 500
uL de PBS y centrifugado nuevamente. El botén celular obtenido se resuspendié en
500 uL de PBS, se centrifugaron a 3500 rpm durante 5 min, el boton fue
resuspendido en 500 pL de etanol 70% a -20 ° C. Posteriormente se agregaronl.5
puL de RNAsa y de 25 pL IP e incubado durante 30 min a 37 °© C, finalmente fueron

leidos al citdmetro de flujo BD Accuri C6 y posteriormente analizados.
6.7 Ensayo de viabilidad celular

Se realizaron ensayos de viabilidad celular de las células de glioblastoma, mediante
el método de cristal violeta, para determinar el efecto que tiene la inhibicién
farmacoldgica de las vias de sefalizacion WNT y TBK1 sobre ellas. La técnica con
cristal violeta consiste en detectar la adherencia y viabilidad celular.
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El primer paso consiste en preparar una dilucién de cristal violeta 0.5% en H202y
Metanol (cristal violeta 0.25 g, agua destilada 40 mL, metanol 10 mL). Se cultivaron
células en placas de cultivo de 96 pozos, durante 24 horas a 37 ° C. Posteriormente,
se estimularon los cultivos celulares con IWP12 y BX795 con concentraciones de
0.1,1,5y 10 uM durante 72, 48 y 24 h respectivamente. Se retiro el medio de todos
los pozos y se agregaron 100 uL de medio fresco en cada pozo, con las diluciones
de farmacos correspondientes. Finalizado el tiempo de incubacion se retiré el medio
de cultivo y se realizaron lavados con H202. Se agregaron 50 uL de cristal violeta
0.5% en cada pozo y se incubaron por 20 min a TA. Nuevamente se lavo la placa
con agua. Una vez que la placa se encontré seca, se agregaron 200 uL de metanol
en cada pozo y se incubaron durante 20 min a TA. Finalmente, se midi6 la densidad

Optica a 570 nm en un lector de placas.
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Tabla X. Operacionalizacion de variables

western blot.

Variable Definicion Conceptual Definicion operativa Tlp_o de Escala Ana[|5|_s
variable estadistico
Porcentaje de células en |Cuantificacion de células en diferentes Cuantitativa
Ciclo celular |diferentes etapas del ciclo [fases del ciclo celular, mediante citometria| continua Porcentaje | ANOVA
celular. de flujo.
Viabilidad Numero de células viables Cuantlfl_camon de células _de gllqbla}gtoma Cuantitativa .
. en cultivos celulares mediante tincion de : Porcentaje | ANOVA
celular en cultivo celular. . . continua
cristal violeta.
Proteinas implicadas en la Expresion de Ia proteina pS0 en cul_tlvos Cuantitativa | Unidades
P50 . L celulares de (glioblastoma, mediante : o ANOVA
via de sefalizacion NF-kB. continua arbitrarias
western blot.
Proteinas implicadas en la Exp_reS|on de la proteina P65 proteinas en Cuantitativa | Unidades
P65 . L, cultivos celulares de glioblastoma, mediante : o ANOVA
via de sefalizacion NF-kB. continua arbitrarias
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Analisis estadistico

Para ensayos de ciclo celular, viabilidad celular y expresion proteica, se realizaron
analisis estadisticos utilizando la prueba de ANOVA y kruskal-wallis para datos
paramétricos y no paramétricos respectivamente. El valor de p<0.05 y p<0.01 fue

considerado como estadisticamente significativo para cada prueba.
Implicaciones bioéticas

El siguiente estudio fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion de la
Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma del Estado de México
(CONBIOETICA-15-CEI-002-20210531). Se elaboro siguiendo los lineamientos de
la Ley General de Salud en Materia de Investigacion y de la Norma Oficial Mexicana
NOM-097-ECOL-SSA1-2002, en manejo de residuos biolégicos.
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7 Resultados

7.1 Carta de aceptacion del articulo
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ar to confirm that none are needed.

Checking the proofs
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anly errors that have been introduced during the production process, or those that directly compromise
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As the corresponding (or nominated) author, you are responsible for the accuracy of all content,
including spelling of names and current affiliations.

To ensure prompt publication, your proofs should be returned within two working days.
Publication pelicies

Acceptance of your manuscript is conditional on all authors agresing to our publication policies at:
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article.

Kind regards,
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7.2. Resumen articulo publicado

Glioblastoma multiforme is the most common and aggressive malignant brain tumor.
Current therapies have been unable to improve life expectancy in patients. This
cancer is frequently accompanied by overexpression of receptors, such as EGFR,
VEGFR and TLRs, involved in the regulation of inflammation, cell proliferation,

differentiation, and survival.

The present review summarizes current knowledge from preclinical and clinical
studies investigating the role of pattern recognition and tyrosine kinase receptors in
glioblastoma development and evolution, and their possible use to improve

treatment outcomes and patient survival.

Cita: Gerson G. Contreras-Chavez, Luis A. Zapi-Colin, José A. Estrada, Irazu
Contreras. Mol Biol Rep. 2025;52 (1):207. doi: 10.1007/s11033-025-10312-w.
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Dear Irazi Contreras,

Thank you for your submission.
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Inhibition of WNT and TK1 induces changes in cell viability
Manuscript Title and cell cycle in human glioblastoma cells through NF-kB
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Journal MNutritional Neuroscience

If you made the submission, you can check its progress and make any requested
revisions on the_ Author Pordal

Thank you for submitting your work to our journal.

If you have any queries, please get in touch with YNNS-
peerreview@joumnals.tandf.co.uk.

Kind Regards,
Nutritional Neuroscience Editorial Office

Taylor & Francis is a trading name of Informa UK Limited, registered in England under no. 1072854,
Registered office: 5§ Howick Place, London, SW1P 1W.

about-blank

mn

38



7.4Resumen del articulo enviado

Inhibition of WNT and TK1 induces changes in cell viability and cell cycle in
human glioblastoma cells through NF-xB signaling

Gerson G. Contreras-Chavez, Luis A. Zapi-Colin, Valentina Marin-Zuluaga, Ericka
Pompa-Mera, José A. Estrada and Irazu Contreras

Glioblastoma multiforme (GBM) is a highly aggressive neoplasm of the central
nervous system. Despite constant improvements, current therapies do not improve
life expectancy of patients. GBM frequently presents overexpression of specific
receptors and activation of signaling pathways involved in regulation of inflammation,
proliferation, and cell survival, including WNT and TBK1 signaling pathways. The
aim of this study was to evaluate the effect of pharmacological inhibition of WNT and
TBK1 with IWP12 and BX795, on cell viability, cell cycle progression and NF-xB
activity. To this end, U87MG and A172 human glioblastoma cell cultures were
treated with 0.1-10 pM concentrations of IWP12 or BX795 for 24-72h. After
stimulation, cell viability and cell cycle progression were assessed hy
spectrophotometry and flow cytometry, respectively. Analysis of NF-kB p50/p65 in
treated cells was performed by western blot. The results show that pharmacological
blockade of WNT and TBK1 with IWP12 and BX795, severally, decreases cell
viability in UB7MG and A172 glioblastoma cells in a dose- and time-dependent
manner. Decreased viability corresponded with changes in cell cycle progression
and reduced NF-xB p50/p65 activity. Our results suggest that BX795 treatment
affects viability, cell cycle progression, and NF-xB activity in human glioblastoma
cells. Its possible use as a therapeutic adjuvant in vivo should be further assessed.

Keywords: Cancer, Glioblastoma, Cell signaling, WNT, TBK1, NF-xB
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8 Discusion general

Efectos del bloqueo de WNT y TBK1 sobre la viabilidad celular.

Nuestros resultados han demostrado que el tratamiento farmacoldgico con IWP12
y BX795, en las lineas de glioblastoma humano U87MG y A172, produce cambios
en la reduccion de la viabilidad celular. Si bien observamos una reduccion en la
viabilidad celular con el tratamiento con IWP12, este no resultd significativo en
comparacion con el tratamiento con BX795. Actualmente se estan probando otros
farmacos contra la via WNT para diferentes tipos de cancer y se han observado
resultados positivos (67). Por otra parte, no se han explorado los efectos de IWP12
sobre el glioblastoma. Futuros estudios son necesarios para conocer el efecto
citotéxico de IWP12 en modelos in vivo, ya que podria tener un efecto menor en las
células normales del huésped.

Se observé una dependencia de la dosis y el tiempo de estimulacion en la reduccién
de la viabilidad, los principales cambios se observaron con la mayor concentracion
de BX795 10 uM, y al mayor tiempo de estimulacién 72 h, tanto en U87MG como
en Al72, una reduccion de Se observo hasta un 12%, lo que indica el efecto
citotoxico que puede tener este farmaco sobre las células de glioblastoma humano.
Los efectos de toxicidad de IWP12 y BX795 ya han sido evaluados en otros tipos
de cancer y también se observo una reduccién en dos lineas celulares y en células
GB primarias de pacientes, o que muestra un aumento de las proteinas pro-
apoptéticas (33-43, 62-67) y una disminucién de la expresién de las proteinas pro-

apoptoticas (66).

Efectos del bloqueo de WNT y TBK1 en el ciclo celular.

Siguiendo los resultados de la disminucion de la viabilidad celular tanto en las lineas
celulares U87MG como en Al72, también se presentaron cambios en el

comportamiento del ciclo celular tanto con el tratamiento con BX795 como con

IWP12, durante las primeras horas de estimulacién 24-48 h, se observé un aumento
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en el porcentaje de células que se encuentran en las fases de ciclo celular S/IM/G2,
principalmente con las concentraciones de BX795 5 y 10 uM, mientras que con
IWP12 presenta cambios con menores concentraciones durante las primeras horas.
En la linea celular A172, estos resultados muestran un comportamiento que parece
depender del tiempo. y dosis de estimulacion y detencién del ciclo celular,

observadas en la fase S/IM/G2.

Esta respuesta también se ha visto en otros tipos de cancer bajo tratamiento similar
con BX795, en un carcinoma oral de células escamosas humano se observaron
cambios en el ciclo celular, presentando una detencion celular en la fase M,
acompafnado de un efecto anti-proliferativo (67). Esto sugiere que existen otras
moléculas relacionadas con la disminucién de la viabilidad y los cambios en el ciclo

celular en las lineas celulares de glioblastoma U87TMG y A172.

Efectos del bloqueo de WNT y TBK1 sobre la expresion de p50y p65

NF-kB ha sido considerado una piedra angular en el desarrollo de tratamientos para
diversos tipos de cancer, debido a su participacion en la expresion de diferentes
genes que regulan la respuesta inflamatoria, el ciclo celular, la proliferacién, la

agresividad y la resistencia al tratamiento oncol6gico (18-121).

El analisis de Western blot para la expresion de p50 y p65, mostré una reduccion
principalmente en las formas fosforiladas de p50 y p65, con las concentraciones
mas altas de BX795 5 y 10 uM, durante todos los tiempos de tratamiento
farmacolégico de 24 - 72 h, en ambas lineas celulares. En conjunto, estos datos
proporcionan evidencia de que una dosis alta directa de BX795 promueve cambios

en la via NF-kB en células de glioblastoma humano U87MG.
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9 Conclusién

De manera colectiva, nuestros resultados sugieren que los inhibidores IWP12 y
BX795 disminuyen la viabilidad celular en las lineas U87MG y A172 de glioblastoma
humano, dependiente del tiempo, mientras que los efectos sobre el ciclo celular
muestran cambnios en el ciclo celular, en el que posiblemente interviene la via NF-
kB, ya que observamos una reduccion en la expresion proteica de p50 y p65 en sus
formas activas. Explorar nuevos tratamientos contra el GB, en este caso el uso de
farmacos contra vias especificas implicadas en la viabilidad, ciclo celular,
proliferacion, agresividad, como es el caso del NF-kB, podria resultar como posible

uso terapéutico como adyuvante al tratamiento convencional del glioblastoma.
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