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RESUMEN

El neuroblastoma (NB) es el tumor sélido extracraneal infantil mas frecuente a nivel
mundial. Los tratamientos contra el NB han resultado ineficientes, llevando a la
generacion de nuevos compuestos como las Casiopeinas® (Cas), compuestos de
cobre(ll) con actividad antineoplasica tanto in vitro como in vivo. Su mecanismo de
accion incluye el desacople de la cadena respiratoria, formacion de aductos en
fracciones nitrogenadas de DNA, generacion de especies reactivas de oxigeno
(EROs) y en consecuencia, ocurre la apoptosis por via mitocondrial. Para que la
apoptosis mitocondrial suceda es necesaria la activacion del poro de transicién de
la permeabilidad mitocondrial (PTPm), el cual permite el paso no-selectivo de
diversas moléculas como Bax, Bcl-2, citocromo C, Ca?* y ERO’s. Sin embargo,
hasta el momento se desconoce cuales son las moléculas que pueden inducir la
activacion del PTPm. Es por ello que el objetivo de este trabajo fue silenciar la
expresion de Bax y Bcl-2 y evaluar su relacion con el PTPm. Para llevar a cabo este
objetivo, las lineas celulares SK-N-SH (NB humano) y 3T3-L1 (fibroblastos de ratén)
fueron silenciadas mediante la técnica CRISPR/cas9 y se trataron con la CLso de
cisplatino y Caslllia. Obtuvimos un silenciamiento génico con rendimientos de
transfeccion mayores al 60%. La generacion de peroxido de hidrégeno (H202) y
superoxido (O2) no se vio afectada por la ausencia de la proteina Bax, mientras que
el silenciamiento de Bcl-2 ocasiono el incremento hasta tres veces mas de éstas
ERO’s. Durante la evaluacion de la apoptosis, observamos que la ausencia de Bcl-
2 tuvo un efecto protector mientras que la falta de Bcl-2 incremento los niveles de
caspasa-3. Finalmente, la capacidad de retencién de calcio (CRC) permitié
determinar que la ausencia de la proteina Bax ocasion6 que el PTPm se mantuviera
cerrado aun en condiciones de estrés; asi mismo la CRC demostr6 que Bcl-2 no es

esencial para el funcionamiento del PTPm.

Palabras Clave: Neuroblastoma, Bax, Bcl-2, Casiopeina Illlia, PTPm,
CRISPR/Cas9.



Abstract

Neuroblastoma (NB) is the most common childhood extracranial solid tumor
worldwide. NB treatments have inefficient results, problems with the generation of
new compounds such as Casiopeina® (Cas), copper (Il) compounds with
antineoplastic activity both in vitro and in vivo. Its mechanism of action includes the
decoupling of the respiratory chain, formation of adducts in nitrogen fractions of
DNA, generation of reactive oxygen species (ROS) and consequently, apoptosis
occurs by mitochondrial route. For mitochondrial apoptosis to happen, it is necessary
to activate the mitochondrial permeability transition pore (mPTP), which allows the
non-selective passage of various molecules such as Bax, Bcl-2, cytochrome C, Ca?*
and ERO's. However, until now it is unknown are the molecules that can induce the
activation of mPTP. That is why the objective of this work was to silence the
expression of Bax and Bcl-2 and evaluate their relationship with the PTPm. To
accomplish this objective, the SK-N-SH(human NB) and 3T3-L1 (mouse fibroblasts)
cell lines were silenced by the CRISPR / cas9 technique and treated with the LC50
of cisplatin and Caslllia. We obtained a gene silencing with transfection yields
greater than 60%. The generation of hydrogen peroxide (H202) and superoxide
(0%) was not affected by the absence of the Bax protein, while the silencing of Bcl-
2 caused the increase of up to three times more of the EROs. During the evaluation
of apoptosis, we observed that the absence of Bcl-2 had a protective effect while the
lack of Bcl-2 increased caspase-3 levels. Finally, calcium retention capacity (CRC)
will determine the absence of Bax protein caused the PTPm to remain closed even
under stress conditions; Likewise, the CRC showed that Bcl-2 is not essential for the

operation of the mPTP.
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1. INTRODUCCION

El neuroblastoma (NB) es el tumor sélido extracraneal con mayor prevalencia (10-
15%) en infantes entre los 0 y 5 afios de edad?!, ademas de que representa el 50%
de todos los tumores malignos diagnosticados en lactantes a nivel mundial®. En el
47% de los casos, los tumores sin amplificacion del oncogen N-MYC pueden
involucionar mediante regresién espontanea asociada a la apoptosis mitocondrial®,
por lo que resulta importante potenciar esta via. El tratamiento utilizado con mayor
frecuencia contra el NB, consiste en una terapia multimodal -intensiva con una
supervivencia menor al 50%, especialmente en pacientes en estadios Il y IV de
acuerdo con la clasificacién del Children’s Oncology Group*. Es por esto que en la
busgueda de nuevos compuestos antitumorales surgen las Casiopeinas® (Cas), una
familia de compuestos con centro activo de cobre(ll) que han mostrado actividad
citotdxica y citostatica en experimentos tanto in vivo® como in vitro®. EI mecanismo
de accion de estos compuestos incluye el desacople de la cadena respiratoria por
la interaccion con succinato, piruvato y 2-oxoglutarato deshidrogenasa, asi como la
interferencia en la replicacion . del DNA mediante la formacién de aductos con
fracciones nitrogenadas’, incremento de ERO’s tales como H202 y O2, disminucion
de los niveles de glutationy disfunciéon mitocondrial®, acompafiada de la expresion

de Bax, Bcl-2 y citocromo C® desencadenando la apoptosis mitocondrial.

Por otro lado, para que ocurra la apoptosis intrinseca se requiere de una estructura
reguladora denominada poro de transicion de la permeabilidad mitocondrial
(PTPm), encargada de activar el paso de moléculas a través de la membrana
mitocondrial®. Sin embargo, hasta el momento se desconoce cuales son las
moléculas responsables de la activacion del PTPm. Es por ello que el NB tratado
con Caslllia es un buen modelo de estudio para entender este proceso. Por lo tanto,
el objetivo de este trabajo fue realizar el silenciamiento génico de Bax y Bcl-2 y

evaluar su participacién en la activacion del PTPm.



2. ANTECEDENTES

2.1 Neuroblastoma

El NB es el tumor sélido extracraneal mas frecuente de la infancia (0-5 afios de
edad), con una media de edad al diagnéstico de 17 meses?. Representa del 10 al
15% de todos los canceres pediatricos y el 50% de todos los tumores malignos
diagnosticados en lactantes; mientras que la tasa de mortalidad mundial es de 0.85
a 1.1 casos por cada millén de nifios menores a 15 afios de edad®. EI NB deriva de
células simpato-adrenales de la cresta neural que migran a través del sistema
nervioso simpatico (SNS), para formar los ganglios simpaticos y las glandulas

suprarrenales?®,

2.2 Clasificacion del NB

La variabilidad generalizada en el comportamiento tumoral del NB, esta vinculada a
multiples factores relacionados con el prondstico del paciente tal como se observa
en la clasificacion clasica del Children's Oncology Group (COG): edad del nifio al

momento del diagnéstico, histologia tumoral y terapia a utilizar!?.
« Estadio I: tumor localizado, con mas del 90% de supervivencia tras reseccion

« Estadio II: tumor localizado con extension regional, edad de diagndstico <18 meses
de edad, con o sin amplificacion de N-MYC, 90% a 95% de supervivencia con

guimioterapia y/o radioterapia

 Estadio lll: tumor localizado con metastasis ipsilateral y contralateral, edad de
diagnostico 218 meses de edad, amplificacion del oncogen N-MYC (40%), poca o
nula diferenciacion celular, aberracion de 11q, 50% a 65% de supervivencia con

terapia multimodal

» Estadio IV: tumor con metastasis principalmente a huesos largos y/o médula 6sea
(MO), edad de diagndstico >18 meses de edad, amplificaciéon del oncogen N-MYC,

pérdida de la heterocigosidad, supervivencia del 40% al 50% con terapia multimodal



+ Estadio 4S (special): enfermedad ampliamente diseminada en lactantes, edad de
diagndstico <18 meses de edad, con o sin amplificacion de N-MYC mayor del 90%
de supervivencia debido a la regresién espontanea del tumor

Cuando el NB se encuentra en los estadios | y II, su diagndstico es favorable; sin
embargo, este panorama cambia completamente en el 70% de los pacientes con
estadios Il y IV donde se produce metastasis'?. Entre los marcadores de mal
pronéstico para el NB, se considera que la edad del paciente no sea mayor a 18
meses, metastasis en el momento del diagndstico, amplificacion del oncogen N-
MYC (factor pronéstico independiente de mayor malignidad), pérdida de 1p y/o 11q,
ganancia de 17q, alteraciones en el niumero de copias de ADN y pérdida de la
heterocigosidad®.

2.3 Origen del NB

De acuerdo con un estudio realizado en 2007 se determino mediante la localizacion
anatoémica, marcaje de las células de NB'y modelos genéticos de raton, que el NB
es una neoplasia maligna del SNS que se deriva de un sub-linaje del tronco de la
cresta neural (CN) simpatica denominado células simpato-adrenales'?, lo que
permite entender por qué el NB puede aparecer a lo largo de todo el SNS. Cabe
mencionar que la mayoria (65%) de los tumores primarios de NB, surgen en la
region abdominal 'y con menos de un 50% de aparicion a lo largo del tronco
simpatico (desde el cuello hasta la pelvis)!4; sin embargo, la glandula suprarrenal
es el sitio donde se producen la mayoria (>50%) de los tumores primarios, por lo
gue ‘se considera a los precursores de las células de Schwann (PCS) como
candidatos de origen adicional del NB. De esta manera se presentan dos tipos de
NB de acuerdo con su ubicacién anatémica (simpético y suprarrenal), los NB
suprarrenales y no suprarrenales muestran caracteristicas clinicas, biologicas y de
prondstico distintas de acuerdo con el International Neuroblastoma Risk Group, las
cuales incluyen: edad media del paciente al diagnéstico, edad mayor a 18 meses
post-diagndstico, estadio 4, ploidia <1 (diploide, hipodiploidia), ganancia de 17q,

ganancia de 17q y/o pérdida de 11qg asi como amplificacion de N-MYC?*.



Al presentar el NB una relacion de ontogenia directa con las células de la cresta
neural (CCN), puede aprovecharse de sus caracteristicas, especialmente en la
interaccion molecular que existe con el microambiente embrionario durante el
proceso de tumorogénesis 6. Un ejemplo claro es la transicién-epitelio-mesénquima
(TEM), la cual corresponde a un conjunto de procesos como la activacion génica,
ruptura de la membrana basal y pérdida de la polaridad celular, las cuales permiten
el cambio de un fenotipo epitelial a uno mesenquimal?®. Este proceso es necesario
para iniciar la migracion de las CCN lo que determina la particularidad de la
invasividad presente en el NB. Se ha observado por parte del fenotipo invasivo, una
desregulacion de los genes FoxD3, Slug y Sox9/10, siendo estos los inductores

minimos de la TEMY,

Las trayectorias especificas que adoptan las CCN y PCS para poblar sitios
anatoémicos especificos, coinciden con las ubicaciones de inicio de los tumores en
estadio 4S: tejido simpatico-suprarrenal, higado, piel, medula ésea (Fig. 1), lo que
da pie al planteamiento de la siguiente hipétesis: el estadio 4S en lugar de una
enfermedad metastatica real con tumor primario seguida de diseminacion
metastatica, podria ser una patologia multifocal derivada de los progenitores de
CCN tempranos®. Debido a esto, las CCN que proliferan de manera anormal se
unirian a su sitio objetivo, y el nimero de células excesivas serian eliminadas
mediante apoptosis; en caso de que persista la proliferacion se dirigiria hacia la
diferenciacion y de esta manera se puede explicar la aparicion temprana (<18
meses de edad) del estadio 4S, asi como la ubicacién anatomica de los focos

tumorales.
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Figura 1. Estrategias migratorias de CCN/PCS utilizadas por el NB. 1) Las células de NB son
capaces de anclarse a los 6rganos y tejidos como las CCN, en un comportamiento migratorio
colectivo que las dirige hacia los derivados simpatico-suprarrenales donde se unen y forman tumores
primarios. Dentro del tumor primario, las células NB que se preparan para la diseminacién secundaria
cambian hacia conductas migratorias similares a los PCS, 2a) y/o CMH (células madre
hematopoyéticas) impulsadas por las CCN, 2b) que les permitiran colonizar focos secundarios como
el nicho de NO (notocorda) mediante el secuestro de nervios periféricos y las principales vias
migratorias de la aorta'®. Estos mecanismos podrian explicar la aparicion rapida, extensa y
concomitante de focos metastasicos en nifilos pequefos afectados por la enfermedad. TN (tubo
neural), NO (notocorda), GRD (ganglios de la raiz dorsal), AD (Aorta dorsal) (Imagen modificada de

Delloye-Bourgeois & Castellani, 2019).
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2.4 Tratamientos contra el NB

Debido a la heterogeneidad en la ubicacion, grado y estadio tumoral al momento del
diagnéstico, los tratamientos para esta neoplasia incluyen: extirpacion quirdrgica,
quimioterapia, radioterapia, trasplante de células madre e inmunoterapia®. El
tratamiento mas utilizado contra el NB consiste en una terapia multimodal, donde
se utilizan farmacos como el carboplatino, cisplatino, etopdsido, ciclofosfamida y
doxorrubicina; sin embargo, esta aproximaciéon terapéutica suele ser ineficiente
(<50% de sobrevivencia), especialmente en pacientes en estadios 1l y IV*%1° Hasta
la fecha no existe un tratamiento estandar para pacientes con alto riesgo, por lo cual
es importante la busqueda de nuevos farmacos de alta eficacia y especificidad
contra el NB.

Los farmacos utilizados en los tratamientos para los tumores solidos como el NB,
buscan eliminar las células malignas sobre las células sanas mediante la activacion
de mecanismos que disparen o regulen la apoptosis de componentes especificos
gue participan en ella. La accion de varios farmacos antitumorales en desarrollo,
busca promover la apoptosis mitocondrial por medio de cambios en la permeabilidad
de la membrana mitocondrial externa (MME) promoviendo la apoptosis?°. Algunos

de estos compuestos se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Farmacos contra el NB y su mecanismo de accién propuesto en la

mitocondria
Farmaco -~ Tipo Accién Linea celular Referencia
CLB-Bel
Bortezomib Generador de Apoptosis CLB-Mal/CLB-Pe/CLB-Ba Combaret V. et
ERO’s Liberacion de cit C CLB-Sedp/ CLB-Ga/CLB- al 2008
Bw/CLB-Chas
Perifosina Inhibidor de Akt Apoptosis Fase | del NB ggilzw' R
Curcumina Derivado de Pérdida de Aym GI-LI-N/HTLA-230/SH-SY5Y  Pisano M. et al.
plantas Liberacion de cit C LAN5/SK-NBE2c/IMR-32 2010
i Y Apoptosis L ) Gheeya J.S. et
CDDO-Me Activacion de Bax Inhibe Akt SK-N-AS/SH-SY5Y al. 2009
Inhibidor de . Dickey A. et al.
SB415286 GSK-38 Apoptosis SK-N-BE/SK-N-SH 2011
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Apoptosis
vl Generador de mitpcondrial Az
Casiopeina ERO's Inhibe GSH CHP-212 Gutiérrez et al,
ligly Pérdida del Aym SK-N-SH 2012
Liberacion de cit C,
y Bcl-2
Apoptosis
mitocondrial
Casiopeina Generador de Inhibe GSH CHP-212
llIEa ERO’s Pérdida del Aym SK-N-SH
Liberacion de cit C
y Bcl-2
Apoptosis
mitocondrial
Casiopeina Generador de Inhibe GSH
llia ERO’s Pérdida del Aym
Liberacion de cit C
y Bcl-2
Especies reactivas de oxigeno (ERO’s), Potencial de membrana mitocondrial (Aym), Citocromo C

(cit C), Glutation (GSH).

Gutiérrez et al,
2012

CHP-212 Gutiérrez et al,
SK-N-SH 2012
Fase Clinica |

2.5 Casiopeinas® (Cas)

Las Casiopeinas son una familia de moléculas antineoplasicas con un centro activo
de cobre(ll) cuya formula general es [Cu (N-N) (N-O)] NOz y [Cu (N-N) (O-O)] NOs,
las cuales fueron disefiados como una alternativa menos toxica al uso del cisplatino.
Este farmaco ha mostrado resultados prometedores como quimioterapéutico en
modelos in vivo e in vitro?l, El efecto toxico de las Cas se ha relacionado con la
inhibicion de la glucdlisis y la fosforilacion oxidativa, de acuerdo con un estudio
realizado con la Casllgly donde se determiné su participacion en la inhibicion de la
hexocinasa (HK) citosdlica y mitocondrial, asi como el cese de flujo a través del

segmento glucolitico HK-TPI (Triosa-fosfato isomerasa)?2.

Adicionalmente, experimentos in vitro con mitocondrias aisladas de cardiomiocitos,
han mostrado que las Cas aumentan la tasa de consumo de oxigeno en la
respiracion basal asi como la despolarizacion del potencial de membrana
mitocondrial (Aym), lo que sugiere que las Cas actuan como desacopladores
mitocondriales?®. Asi mismo se observdé que al utilizar el inmunosupresor
ciclosporina A (CsA) posterior al tratamiento con Cas, se inhibié la turgencia de la
mitocondria generada como respuesta al estrés oxidativo, demostrando de esta

manera la participacion de la mitocondria en especifico del PTPm, debido a que la

12



apertura del PTPm se ha asociado con la inflamacion de la matriz y la liberacién de
pequefas proteinas proapoptoéticas, como el citocromo c y el dafio oxidativo de las
proteinas o los lipidos?*. Estos cambios podrian ser responsables del efecto
inhibitorio sobre la cadena de transporte de electrones en las mitocondrias del
corazén de rata?’ y la apoptosis desencadenada por Cas observada en-células
neoplasicas y tumores?®, ademas de que han demostrado una selectividad tumoral
entre diferentes lineas celulares de una misma neoplasia® y entre células sanas de

crecimiento acelerado y crecimiento normal.

El cobre es un metal traza esencial en sistemas biologicos y dependiendo de su
concentracion y la naturaleza de sus ligandos puede ser toxico?®. Las Cas al contar
con el elemento cobre en su estructura son capaces de catalizar reacciones tipo
Fenton (Fig. 2), generando el radical hidroxilo (HOe), lo cual culmina con un
incremento en la produccion de H202 y O2" en las mitocondrias, asi como una
despolarizacion en la membrana mitocondrial externa. Ademas se ha observado
dafno a nivel del ADN mitocondrial que resulta en el desequilibrio de la produccion
de apoproteinas (E4, Al) de la cadena respiratoria mitocondrial, lo que contribuye
a una mayor produccién de ERO’s (Especies reactivas de oxigeno)llevando a una

disfuncién mitocondrial y por ende a la muerte celular®.

Hasta la fecha, la mayoria de los estudios realizados tanto in vivo como in vitro con
las Casiopeinas, han hecho uso de la Casligly (Fig. 3A) por su eficiencia en la
induccion. de apoptosis mitocondrial?%:2227.28 Sin embargo, aln falta informacion
sobre la respuesta al tratamiento con otras Cas como la Casiopeina lllia (Fig. 3B),
la cual se encuentra actualmente en Fase Clinica |, y presenta menor toxicidad en
la-linea celular de neuroblastoma SK-N-SH en comparacion con Casligly vy
CasllIEa®.
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Figura 2. Generacion de ERO’s mediante Casiopeinas. El cobre brinda a las Cas la capacidad de
producir reacciones tipo Fenton. GSH reacciona con. Cas, resultando en la reduccién del complejo
de cobre y la formacién del radical glutatilo (GSe), que a su vez es capaz de reaccionar con otro GSe
para generar glutation oxidado (GSSG), o con GSH y oxigeno para producir el radical superéxido
(02" ) y GSSG. La superdxido dismutasa (SOD) convierte Oz2" - en H202, que reacciona con Cas
reducida para producir el radical hidroxilo (HO«). EI HO« puede iniciar el dafio del ADN mitocondrial
gque se traduce en un desequilibrio de la expresion de las apoproteinas de la cadena respiratoria
mitocondrial (CRM) y a su vez, en la produccion de mas ERO’s (Imagen modificada de Kachadourian
et al., 2011).
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Figura 3. Estructura de la Casligly y Caslllia. A) [Cu (4,7-dimetil-1,10-fenantrolina) (glicinato)
(H20)] NO3 (Caslligly) CuC16H1605N4 - 2H20 (443.90 g/mol). B) [Cu (4,40-dimetil-2,20-bipiridina)
(acetilacetonato) (H20)] NOz (Caslllia) CuC17H1905- N3 .2H20 (444.93 g/mol) (Imagen extraida de
Garcia-Ramos et al., 2017).

2.6 Apoptosis

La apoptosis es el conjunto de.cambios morfolégicos y bioquimicos que concluyen
con una muerte celular programada, caracterizada por una serie de eventos entre
los que se encuentra reduccion del volumen citoplasmico, formacion de vesiculas
en la membrana celular, condensacién de la cromatina y fragmentacion del nicleo?®.
Las dos vias apoptoticas mas conocidas son la extrinseca, que es activada por
receptores de membrana como Fas/CD95 y el receptor del factor de necrosis
tumoral 1 (TNFR1)%°, asociados con procesos de inflamacion y enfermedades
neurodegenerativas. Por otro lado, se encuentra la apoptosis intrinseca o
mitocondrial la cual es activada por la entrada y salida de moléculas en la

mitocondria0.

La apoptosis mediada por las mitocondrias resulta en una de las formas mas
importantes para inducir la muerte celular programada, debido a que su
desregulacion resulta en procesos patolégicos que en su mayoria estan
relacionados con el cancer. Las proteinas de la familia Bcl-2 (Fig. 4) son importantes

reguladoras de esta via, sus miembros tienen funciones tanto proapoptéticas como
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antiapoptéticas. En su mayoria, los miembros proapoptéticos inducen un cambio en
la permeabilidad de la membrana mitocondrial dando lugar a la liberacion de
moléculas apoptéticas como cit C y ERO"s3!,

Antiapoptoticas

Proteinas tipo Bcl-2
o N — Q@I B O
*BCL-X, *BFL1 < P

* BCLW

Proapoptoticas

BAXand BAK | —({ID———@D= { -

Cooperadoras

Proteinas solo BH3

«BIM  *BID
+PUMA » NOXA _ - e
«BAD  *HRK
«BMF  *BK

Figura 4. Familia de proteinas Bcl-2. Los miembros de esta familia comparten los dominios de
homologia Bcl-2 (BH), y son clasificados de acuerdo a su funcién en subgrupos. Las proteinas
cooperadoras solo cuentan con el dominio BH3, el cual les permite actuar como ligando de los otros
subgrupos. El dominio transmembranal (TM) permite a las proteinas proapoptoticas y antiapoptéticas
su asociacion con la MME; con excepcion de BFL1, BAD, BID, PUMA y BMF (Imagen modificada de
Delbridge et al. 2016).

Posterior a la activacion de factores proapoptoticos como Bid/Bad (proteinas con
dominio solo-BH3) presentes en el citoplasma, Bax puede traslocar a la mitocondria,
donde se oligomerizay se inserta en la MME?32, Por su parte, Bak se encuentra unida
a Bcl-x. hasta que se da la activacion y separacion de dicha proteina por la
translocacion de Bax, entonces una vez que Bak se activa, trasloca a la MME donde
forma oligdémeros al igual que Bax3?23, Por otro lado, las proteinas antiapoptoticas
como Bcl-2 o Bcl-x., funcionan previniendo la activacion de Bax/Bak por medio de
la inhibicibn de las proteinas con dominio solo-BH3 o mediante la union con
Bax/Bak3.
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Finalmente, ambas vias convergen en la fase efectora, donde se da la activacion de
las caspasas -3 y -7, encargadas de activar endonucleasas presentes en el
citoplasma®*. La caspasa-3 es considerada la caspasa efectora mas importante, ya
gue esta encargada de la activacidon de la endonucleasa CAD (desoxirribonucleasa
activada por caspasas) por medio de la separacion del complejo inhibidor ICAD, de
esta forma, CAD es capaz de llevar a cabo la degradacion del ADN con la
consecuente condensacion de la cromatina en el nicleo; asi mismo, la caspasa-3
puede modificar la estructura del citoesqueleto y generar la degradacion celular en
cuerpos apoptoticos®®. En casos patolégicos como el cancer se presenta una
sobreexpresion de las proteinas antiapoptoéticas ocasionando la resistencia a los

tratamientos inductores de vias apoptéticas®®.

2.7 Mitocondria

La mitocondria es un organelo que se encuentra en la mayoria de las células (a
excepcion de los hematies) y en todas las zonas del citoplasma, este organelo
dispone de un ADN propio lo que le permite realizar su division independiente a la
del resto de la célula. Su funcién primaria es la produccion de ATP, ademas patrticipa
en el metabolismo de acidos grasos mediante la 3-oxidacion, y sirve como almacén
de calcio®’. Se ha relacionado a las mitocondrias con la apoptosis, diferenciacion

celular y enfermedades como cancer, Alzheimer, Parkinson y diabetes?8.

Este organelo citoplasmico se compone de una matriz rodeada de una doble
membrana, separada por un espacio intermembranal. La membrana mitocondrial
interna (MMI) presenta invaginaciones o crestas, que contienen una multitud de
complejos enzimaticos y proteinas que permiten el paso selectivo de metabolitos.
Por su parte, la MME carece de crestas y en condiciones fisioldgicas, se vuelve
permeable al paso de iones y metabolitos con un peso no mayor de los 6 KDa a

través del canal aniénico dependiente de voltaje (VDAC)3°.

Las mitocondrias cuentan con la capacidad de precipitar el ion calcio (Ca?*) en su

interior en forma de fosfatos. Hasta ahora se han descrito tres sistemas de
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transportadores que permiten el flujo de este cation en la mitocondria: 1) el uniporter
que transporta un ion Ca?*; 2) el antiporter 2Na*/ Ca?* que permite el transporte de
2 iones de Na* desde el citoplasma hacia el interior de la mitocondria y al mismo
tiempo permite la salida de un ion Ca?* desde el interior de la mitocondria; y 3) el
antiporter Ca?*/2H* que permite el flujo del ion Ca?* desde el citoplasma hacia €l
interior de la mitocondria, al mismo tiempo que se da la salida de 2H* de la
mitocondria hacia el citoplasma. Cuando se presentan situaciones de tipo
patolégico, se activa un mecanismo alternativo de salida del Ca?* desde la
mitocondria a través del PTPm*.

2.8 La mitocondria como un blanco terapéutico

Debido a que la mitocondria se encuentra relacionada con diversos procesos
biolégicos como la apoptosis, diferenciacion celular, generacion de ATP vy
fosforilacion oxidativa, ha sido considerada como un blanco terapéutico, lo que ha
dado origen ala farmacologia mitocondrial enfocada en la busqueda de tratamientos
gue involucren este organelo o alguna molécula relacionada*!. Actualmente existen
tres estrategias utilizadas por la farmacologia mitocondrial; la primera esta orientada
a la sintesis de moléculas que se acumulan en el interior de la mitocondria de
manera selectiva. La segunda, hace uso de moléculas que se unen a proteinas
presentes en el interior de la mitocondria. Finalmente, la Ultima estrategia implica la
modulacién de los procesos fuera de la mitocondria, como el incremento del ion
Ca?* en el citoplasma para generar estrés en la célula®’. Siguiendo cualquiera de
estas estrategias, la via mitocondrial resulta una excelente apuesta para la
intervencion farmacoldgica, adicionalmente en afios recientes se ha observado que
los mecanismos que regulan la apoptosis y diferenciacidn celular estan relacionados

con la activacion del PTPmM*2.
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2.9 Poro de transicion de la permeabilidad mitocondrial

Es una estructura que permite el paso no selectivo de moléculas con un tamafio
menor a 150 KDa al interior y exterior de la mitocondria, la apertura de esta
estructura provoca una despolarizacion en la célula causada por el paso
indiscriminado de Ca?* tanto al interior como al exterior de la mitocondria, lo que
genera desde una disminucién hasta un cese definitivo en la sintesis de ATP*3. De
mantenerse el desequilibrio osmotico entre la matriz y el medio circundante, puede
producirse la inflamacién de la mitocondria llevando a la ruptura-de la MME, lo que
permitird la liberacion de moléculas proapoptéticas como ERO’s, Ca?" y cit
C(citocromo C)*4.

A lo largo de los afios se ha debatido sobre los componentes estructurales y
regulatorios del PTPm, teniendo una primera aproximacién conocida como “teoria
clasica”, en la cual los componentes esenciales del PTPm son moléculas
estructurales como el translocador de nucledtidos de adenina (ANT) en la MMI y
VDAC en la MME. Estas moléculas son activadas por proteinas reguladoras tales
como el receptor periférico de benzodiacepina (PBR), Hexocinasa (HK), ciclofilina

D (CypD) y proteinas de la familia Bcl-2 como Bax y Bcl-2 (Fig. 5)%.
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Figura 5. Estructura general del PTPm. El PTPm esta formado por el complejo VDAC-ANT-CypD,
gue permite la comunicacién desde el exterior hacia el interior de la mitocondria y viceversa. La
hexacinasa (HK), la creatina cinasa mitocondrial (CK), el receptor periférico de benzodiacepina
(PBR) y los miembros de la familia Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-xL y Bax) se incluyen como componentes

reguladores putativos®.

Sin embargo, se ha concluido que la teoria clasica no explica por completo la
estructura y mecanismo del PTPm durante la apoptosis, teniendo como evidencia
modelos knockout de raton para ANT donde se observo la funcionalidad del PTPm,
presentando concentraciones de Ca?* superiores a las de los ratones wild type,
demostrando que ANT posee un papel regulador del PTPm mas no uno
estructural*®. Con base en esta informacion se generé una segunda teoria, en la
cual se proponen como componentes esenciales del PTPm a las moléculas
accesorias Bcl-2, Bax y CypD, ademas de la enzima ATP sintasa, es decir, aquellas

gue no forman parte de la estructura de la doble membrana mitocondrial®.

2.10 Regulacién de la actividad del PTPm

Diversos elementos estan relacionados con la actividad del PTPm (Tabla 2), donde
destacan el Ca?*, las ERO’s y algunos miembros de la familia de proteinas Bcl-2
(Bax, Bak y Bcl-2)%°. Las ERO’s y el Ca?* son los mejores marcadores para evaluar

la apertura o cierre del PTPm, debido a que la exposicion de las mitocondrias a
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especies reactivas de oxigeno dispara la formacion del PTPm mediante la
eliminacion de la especificidad de ANT y la modulacion positiva de su unién a CypD,
para que ésta entre a formar parte del PTPm#’.

El Ca?* llega hasta el interior de la mitocondria mediante el uniportador de calcio
ante estimulos apoptéticos, asi como la necesidad de un gradiente de electrones
para alimentar la fosforilacion oxidativa®®. El proceso de captacién y retencion de
calcio debe estar sumamente regulado debido a que un exceso de este cation
ocasiona pérdidas energéticas, que pueden comprometer la viabilidad celular por la
liberacion de factores proapoptético (cit C, ERQO’s)*°. Es-asi que en condiciones
donde el Ca?* intracelular es demasiado elevado (>30 pM) de manera sostenida y
no se puede liberar por los mecanismos convencionales (canales de calcio), se da
la formacion del PTPm para contrarrestar la alta concentracion intramitocondrial 4°.
De tal manera que la concentracion y flujo de Ca?* se encuentra mediada por la
apertura o cierre del PTPm (Fig. 6). La capacidad de retencion de Ca?* (CRC)
representa una prueba funcional para la evaluacion cuantitativa de la sensibilidad

de la apertura del PTPm debido a la sobrecarga de Ca?*?’.

Las proteinas proapoptoticas Bax y Bak, se han relacionado con una modulacién en
la apertura del PTPm, debido a que inducen la liberacion de cit C. Ambas proteinas
inducen esta liberacion por mecanismos diferentes; Bax requiere la presencia de
ANT induciendo una caida en el Aym de — 40 mv a 15mV, mientras que Bak
requiere de la union a VDAC para permeabilizar la MME y dar paso a la liberacion
del cit C para iniciar asi la apoptosis*'. Cabe resaltar que los miembros de esta
familia no son proteinas constitutivas, por lo que una alteracion en su concentracion
esta asociada a un estado patolégico®. Por su parte, la proteina Bcl-2 se encuentra
relacionada con el PTPm debido a que aumenta la capacidad amortiguadora de
Ca?*y la estabilizacion del Aym (-40mV) mediante la unién a la MME®!. A pesar de
las investigaciones actuales de manipulacion génica, los componentes esenciales

del PTPm responsable de la apoptosis, permanecen sin identificar, ademas, no se
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debe descartar la idea de que existen diversas estructuras con componentes
alternativos en funcion de las condiciones y el tipo celular.

A B
o O 0

Citoplasma Citoplasma

O O O

0O O

Matriz
y N () Matriz
@) mitocondrial 0 ® o O @)

O = mitocondrial

Figura 6. Estado de apertura y cierre del PTPm. (A) El PTPm se encuentra cerrado ante la falta
de estimulos proapoptoticos (traslocacion de Bax, .generacion de estrés oxidativo, hipoxia),
ocasionando que el Ca?' sea retenido en el interior de la mitocondria hasta alcanzar una
concentracion superior a los 30 uM, lo que dispara la apertura de esta estructura para disminuir
dichas concentraciones. (B) Con la apertura del PTPm se da un entrada y salida de moléculas, entre
ellas el Ca?*. Este intercambio de moléculas busca estabilizar a la célula para llegar a la homeostasis

o activar la via apoptética mitocondrial®? (Imagen modificada de Hou. 2014).

Tabla 2. Estimulos inductores e.inhibidores en la apertura del PTPm.

Inductores Inhibidores

Bax, Bid, Bad, Bak Bcl-2, Bel-Xu
Nur77,GD3,P: Superoéxido dismutasa (SOD), Catalasa
Ceramida GSH, ATP, ADP
Acidos grasos Incremento del Aym
Incremento de Ca?*intracelular Ciclosporina A, Acido bongkérkiko, trifluoroperacina,

dibucaina, tamoxifeno

Incremento de ERO’s

Disminucion de pH

Disminucién del Aym

Proteinas viricas
(Tabla modificada de Tornero et al., 2002).
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3. HIPOTESIS

El silenciamiento de Bax o Bcl-2 reprimira la actividad del Poro de Transicion de la
Permeabilidad Mitocondrial en células de neuroblastoma tratadas con Casiopeina®
[Hlia.

4. OBJETIVOS

General

Evaluar la actividad del Poro de Transicién de la Permeabilidad Mitocondrial
después del silenciamiento de Bax o Bcl-2 en células de neuroblastoma tratadas
con Casiopeina® lllia.

Especificos
*Demostrar el silenciamiento de las proteinas Bax o Bcl-2 en las lineas celulares
SK-N-SHy 3T3-L1

*Establecer la funcionalidad del PTPm luego de silenciar a Bax

*Establecer la funcionalidad del PTPm posterior al silenciamiento de Bcl-2

5. METODOLOGIA
Muestra

Linea celular de neuroblastoma humana SK-N-SH y linea celular de fibroblastos de

ratdn 3T3-L1, los grupos estaran divididos de acuerdo con la Tabla 3.

23



Tabla 3. Divisién de los grupos de estudio de acuerdo a la condicién y tratamiento.

Linea celular SK-N-SH 3T3-L1
Tipo Silvestre Tipo silvestre
Condicion Bax KO Bax KO
Bcl-2 KO Bcl-2 KO
Control (sin tratamiento) Control (sin tratamiento)
Tratamientos  cigplatino Cisplatino
Casiopeina lllia Casiopeina lllia

KO (Knockout)

Cultivo celular

En placas de 6 pozos se sembraron 2x10° células de la linea celular SK-N-SH
(American Type Culture Collection, Rockville, Maryland, USA) por pozo, en 2ml de
medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Sigma Chemical), suplementado con
10% de SFBy 1% de Antibiotic-Antimycotic (Anti-Anti, Sigma Chemical). Las placas
se incubaron a 37°C en incubadora de CO: (5%) y humedad constante (35%), hasta

alcanzar una confluencia 280%.

Determinacion de la CL para ampicilina en células de NB y fibroblastos

Se llevo a cabo un ensayo de viabilidad celular, donde las células fueron cultivadas
en condiciones estandar de cultivo en placas de 24 pozos. Posteriormente las
células se trataron con concentraciones crecientes (1,10, 25, 75, 100 y 200 pg/ml)
de ampicilina por 24 h, teniendo como control negativo células sin tratamiento.
Finalmente se realizé la evaluacion de la viabilidad celular mediante el ensayo de
azul de tripano para obtener la concentracion letal (CL), para su uso en la seleccion

de moléculas transfectadas.
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Disefo de las secuencias gRNA para CRISPR/Cas9

Se realiz6 el disefio de las secuencias gRNA mediante el software CHOP-CHOP
(https://chopchop.cbu.uib.no/, consultado el 20 de septiembre del 2018), obteniendo
las siguientes secuencias gRNA:

Bax: 5" ACTCGGAAAAAGACCTCTCG 3
Bcl-2: 5" GGAGAACAGGGTACGATAAC 3

Ambas secuencias se insertaron en el vector comercial de silenciamiento génico
(ORIGENE, Maryland, USA).

Silenciamiento de Bax y Bcl-2 mediante CRISPR/Cas9

Veinticuatro horas previas al silenciamiento, se realiz6 cambio de medio a toda la
placa. En un tubo Eppendorf de 2 ml se agregd 1ug del vector Knockout gRNA
(KN404498, ORIGENE, Maryland, USA) en 250ul de medio Opti-MEM (22600134,
Thermofisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) mezclando
suavemente. Después se agrego 1ug de DNA donador (conteniendo el gen de
resistencia a ampicilina), mezclando suavemente. Luego se agregaron 2 pl del
reactivo  Lipofectamin ~ (11668-019, Thermofisher  Scientific, = Waltham,
Massachusetts, Estados Unidos), dejando incubar la mezcla durante 15 min a
temperatura ambiente. Pasados los 15 min, se agregaron 42 ul de la mezcla a cada
pozo y la placa se someti6 a agitacion. Se incubd por 48 h en condiciones estandar
de cultivo, realizando pases cada 3 dias durante 3 semanas, para asegurar la

integracion del DNA donador.

Evaluacion del silenciamiento

Las células SK-N-SH y 3T3-L1 que fueron sometidas a transfeccion, se cultivaron
bajo las condiciones previamente descritas y se adiciond su respectiva CL (SK-N-
SH <324.33 pg/ml y 3T3-L1 <260.03 pug/ml) de ampicilina, para la seleccion de

células transfectadas. El rendimiento de la transfeccion se determindé mediante el
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nimero total de células en medio selectivo sobre el nimero de células iniciales

multiplicado por 100.

Tratamientos

Las células de NB fueron tratadas con 37 pg/ml de cisplatino y 31 pg/ml de Caslllia
por triplicado®. Para el caso de las células 3T3-L1 se determiné la CLso para Caslllia
y cisplatino mediante una curva dosis-respuesta, donde se evaluo la viabilidad
celular con el ensayo de azul de tripano.

Evaluaciéon de ERO’s

En placas de 96 pozos se cultivaron 2x10* células de ambaslineas celulares con y
sin silenciamiento, bajo las condiciones previamente descritas. Posteriormente se
lavaron con tampon de fosfato salino (PBS) 1X, y se determiné la concentracion de
O, mediante el reactivo MitoSox™ (No. de catdlogo M36008, Thermofisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) incubando por 10 min. El H20>
se determindé mediante AmplexRed® (No. de catdlogo A12222, Thermofisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) en ausencia de luz a 37°C,
por 30 min. En ambos casos los productos de oxidacién se detectaron mediante
fluorescencia, de acuerdo a las siguientes condiciones ExX’Em 510/580 nm para
MitoSox™ y Ex/Em 530/590 nm para AmplexRed®. Expresando los resultados como

URF (Unidades relativas de fluorescencia).

Evaluaciéon de caspasa-3

Las células de cada grupo se cultivaron en cajas de 60 mm en condiciones estandar
de cultivo y posteriormente se lavaron con PBS helado suplementado con el céctel
inhibidor de proteasas. La suspension de células se sometid a lisis mecanica
mediante sonicador por 10 min. Los lisados se centrifugaron a 104 g durante 30 min.
Posteriormente, se cargd cada uno de los pozos con el equivalente a 20 ug de la
solucion de proteinas, después se separd en un gel SDS-PAGE vy finalmente se
transfiri6 a una membrana de PVDF (0,2 um) para identificar la presencia de

caspasa-3 mediante un anticuerpo primario de ratén (sc-7272, HRP, Santa cruz
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Biotechnology, Dallas, Texas, USA), un anticuerpo secundario cabra anti-raton para
Western blot (1705014, Bio-Rad, California, USA), teniendo como control de carga

a la proteina B-tubulina y detectando la proteina mediante quimioluminiscencia.

Evaluacion de CRC

Se trabajé con 5x103% células para obtener mitocondrias mediante centrifugacion
diferencial, posteriormente a una placa de 96 pozos se le adicionaron 100 pl de la
solucién de mitocondrias por pozo, seguido de 100 pl del reactivo Fura-2 am
(ab120873, Thermofisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) y se
incub6 por 1h y 20 min a temperatura ambiente. Finalmente, la fluorescencia se
cuantifico en el lector de placas Varioskan Flash (Thermofisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, Estados Unidos) a una longitud de EX/Em 340/380 nm, expresando

los resultados como URF.

Definicion del plan de procesamiento y presentacion de la informacion

Los resultados se expresaron de acuerdo a la media = desviacion estandar. Todas
las determinaciones correspondieron a tres réplicas de experimentos
independientes y las diferencias entre los grupos se evaluaron por medio del andlisis
de varianza (ANOVA) donde la significancia fue de p<0.05. El andlisis estadistico

se realiz6 mediante el software PRISM GraphPad v7.0.0.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

Disefio de secuencias gRNA para el silenciamiento génico

De acuerdo con el andlisis bioinformatico realizado, las secuencias utilizadas fueron
las Optimas para lograr el silenciamiento, ya que ambas cumplieron los criterios de
disefo establecidos por Mohr et al., (2016), presentando una longitud entre 17-24
nucleotidos, 40-80% de G, C, ademas de no poseer auto-complementariedad. Para
optimizar el proceso de transfeccion se obtuvieron vectores Knockout con el
proveedor ORIGENE; estos vectores cuentan con las secuencias gRNA antes
mencionadas, y ademas contienen un marcador de seleccion de resistencia a la

ampicilina.
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Ensayo de la viabilidad celular con ampicilina en células SK-N-SHy 3T3-L1

Para evaluar si la transfeccion fue exitosa, se requeria la seleccion en medio-
selectivo (medio con ampicilina), por lo que se determind la CL para ampicilina,
obteniendo los siguientes resultados: 324.33 + 1.43 ug/ml para SK-N-SH y 260.03
+ 2.06 pg/ml para 3T3-L1 (Figs. 7 y 8). Debido a que no existen reportes previos
sobre el uso de la ampicilina para el tratamiento de NB o sobre los fibroblastos 3T3-
L1, no hay un punto de comparacién directo salvo las especificaciones de la FDA
sobre las dosis recomendadas en Nifios: hasta los 14 afos de edad de 100-200
mg/kg de peso y Adultos: de 500 mg a 1 g/kg de peso. De acuerdo con estas
concentraciones se pudo determinar que las dosis obtenidas para eliminar el 100%

de las células en nuestros cultivos, fueron extremadamente altas.
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Figura 7. Determinacién de la CL en células de NB. Las células SK-N-SH tienen una sobrevivencia
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nula a concentraciones <324.33 ug/ml (circulo rojo), este valor rebasa la dosis por kg de peso
recomendad por la FDA en nifios menores a los 14 afios.
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Figura 8. Determinacién de la CL en fibroblastos. Las células 3T3-L1 tienen una sobrevivencia
nula a concentraciones <260.03 pg/ml (circulo rojo), este valor rebasa la dosis por kg de peso
recomendad por la-FDA en nifios menores a los 14 afios.
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Evaluacion del silenciamiento génico

Las células de ambas lineas celulares fueron transfectadas de acuerdo a las
condiciones especificadas anteriormente en el apartado de metodologia,
obteniendo rendimientos >60%. Las células silenciadas muestran resistencia a la
ampicilina, tal como se observa en las Figuras 9, 10, 11 y 12, ademas de mantener
dicha resistencia hasta 10 pases posteriores a la transfeccion. De esta manera,
gueda comprobado gue el silenciamiento no compromete la viabilidad de las lineas

celulares utilizadas y ademas permanece a través del tiempo.
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Figura 10. Evaluacién del silenciamient en células 3T3-L1. A-B) Células control; C-D)
Células en medio-selectivo; E-F) Células t ctadas en medio-selectivo con un rendimiento de 78
+ 5.3 %.
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Figura 11. Evaluacioén del silencial 'entﬁ

L/

Bcl-2 en células SK-N-SH. A-B) Células control; C-
D) Células en medio-selectivo; E-F) Células transfectadas en medio-selectivo con un rendimiento de
66 + 3.6%.
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Figura 12. Evaluacion del silenciamiento de Bcl-2 en células 3T3-L1. A-B) Células
control; C-D) Células en medio-selectivo; E-F) Células transfectadas en medio-selectivo con
un rendimiento de 80 £ 6.6 %.

Ensayo de la viabilidad celular con Caslllia 'y cisplatino en células 3T3-L1

Debido a que no se contaba con la CLsg para fibroblastos tratados con Caslllia y
cisplatino, ésta se determind mediante una curva dosis-respuesta mediante un
ensayo con azul de tripano. Asi, obtuvimos una CLso de 66.59 +1.87 ug/ml para
Casllliay 33.66 + 1.54 pg/ml para cisplatino (Fig. 13). En comparacion a lo reportado
por-Garcia et al., (2017), el valor de la CLso de Caslllia en fibroblastos es dos veces
superior a la CLsp para NB (31 pg/ml), reiterando la selectividad tumoral de éste
compuesto. Sin embargo, la CLso de cisplatino en NB (37 pg/ml)®, es ligeramente
superior a nuestros resultados. Finalmente, con la informacion obtenida se
demostré que la selectividad tumoral de la Caslllia es independiente de la tasa de

proliferacién celular.
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Figura 13. Determinacion de la CLso para Caslllia y cisplatino en fibroblastos. En verde se
observa la curva de sobrevivencia para el tratamiento con Cisplatino y en naranja la curva de
sobrevivencia ante el tratamiento con Caslllia.

Evaluacion de ERO’s

En células control el tratamiento con cisplatino incrementd 3 veces la concentracion
de H>O2, mientras que el tratamiento con Caslllia lo duplico. Por su parte, todas las
células Bax KO permanecieron sin cambio. Mientras que todas las células Bcl-2 KO,

mostraron un incremento de H>O> similar al grupo no-silenciado (Figs. 14 y 15).
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Figura 14. Concentracion de H,O, en células de NB, Bax KO y Bcl-2 KO tratadas con cisplatino

o Caslllia (***P<0.01; ***P<0.05).
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Figura 15. Concentracién de H;O2 en células 3T3-L1, Bax KO y Bcl-2 KO tratadas con
cisplatino o Caslllia (****P<0.01; *P<0.05).

El tratamiento con cisplatino en células sin silenciamiento y células Bcl-2 KO, mostro
mayor incremento de H2O: que el tratamiento con Caslllia. Este resultado
corresponde a lo propuesto por nuestro grupo de trabajo, donde se observé una
relacion entre el consumo de GSH y las Cas por reacciones de tipo Fenton; es decir,
a mayor concentracion de H>O> se tiene un mayor consumo de GSH8. Sin embargo,

hace falta evaluar la concentracion de GSH para comprobar esta hipotesis.

En células sin silenciamiento, los tratamientos duplicaron la expresion de Oz de
manera estadisticamente significativa. En tanto que en las células Bax KO la
expresion de Oz no mostré cambios. Finalmente, las células Bcl-2 KO tuvieron un
incremento de Oz de dos y tres veces superior al control cuando fueron tratadas con

cisplatino y Caslllia, respectivamente (Figs. 16 y 17).
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Figura 16. Concentracion de Oz en células de NB, Bax KO y Bcl-2 KO tratadas con cisplatino
o Caslllia (****P<0.01).
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Figura 17. Concentracién de Oz en-células 3T3 (****P= <0.01).

Tal y como fue reportado previamente por Kachadourian et al., (2011), el cisplatino
es capaz de generar un dafo a nivel del DNA mitocondrial a causa del desequilibrio
en la expresion de las apoproteinas de la cadena respiratoria, lo que genera una
mayor liberacion de O, en células control tratadas con cisplatino. Rivero-Miller, et
al., (2007) demostraron que las Cas inducen un dafio a nivel del DNA mitocondrial,

lo que nos permite entender el comportamiento observado en la Fig. 17.

Nuestros resultados evidencian una mayor generacion de O en las células control
tratadas con cisplatino y Caslllia lo que nos permite inferir que ambos tratamientos
inducen un dafo a nivel del DNA, el cual es responsable del incremento de Oz. De
esta forma se puede demostrar que el incremento de ERQO’s no esta en relacién con
el tratamiento. Sin embargo, este aumento de O> no se presenta en las células que
tienen el silenciamiento de Bax, demostrando que ésta proteina es necesaria para

la liberacién de O, a través del PTPm. Por el contrario, el silenciamiento de Bcl-2
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presentd un incremento de O posterior a la aplicacion de los tratamientos,
demostrando que la ausencia de la proteina Bcl-2 no condiciona su salida. Este
comportamiento est4d dado presumiblemente por la ausencia de la proteina
antiapoptética Bcl-2, tal y como se ha reportado previamente32,

Deteccién de caspasa-3

Realizamos un Western-blot para corroborar la induccion de la apoptosis posterior
a los tratamientos. El andlisis en células de NB (Fig. 18) y fibroblastos (Fig 20),
reveld6 que el tratamiento con Cisplatino y Caslllia inducen la generacién de
caspasa-3; sin embargo, este comportamiento cambia en las células Bax KO, donde
se presentd una disminucion de caspasa-3 en relacion al grupo control. La ausencia
de la proteina Bax ocasiona que no se presente un cambio en el Aym, tal y como
fue reportado en un estudio previo sobrela dinamica de la mitocondria y la
generacion de proteinas estructurales®®. En dicho estudio se evalué la inhibicién de
proteinas responsables de la dinAmica mitocondrial entre ellas Bax, teniendo como
resultado que, al inhibir esta proteina, la mitocondria se encuentra rigida por la baja
generacion de proteinas estructurales que le permitan adaptarse a los cambios de

Su entorno.

Por otro lado, la casi nula expresion de caspasa-3 observada en los grupos Bax KO
con tratamientos, se debe a que los mismos requieren de la participacion de Bax
para inducir apoptosis®°. Este resultado se reforzé con la evaluacion de la
viabilidad. celular en NB y fibroblastos posterior a los tratamientos (Figs. 19 y 21),
demostrando de esta manera que el silenciamiento de Bax tiene un efecto protector

contra la apoptosis.

Para el grupo con silenciamiento de Bcl-2, se observo un comportamiento en el cual
se induce en las mitocondrias un estado laxo por los multiples cambios en el Aym
gue no pueden ser regulados, pero si el proceso se prolonga la célula culmina con
la induccién de la apoptosis®’. Dicho postulado concuerda con nuestros resultados

y se tradujo en una mayor generacion de caspasa-3 cuando Bcl-2 estaba ausente.
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Figura 18. Evaluacion de la generacion de caspasa-3 en NB. Se observa una reduccion en la
generacion de las proteinas evaluadas en las células Bax KO; mientras que las células Bcl-2 KO

presentan un incremento en relacion al grupo control.
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Figura 19. Porcentaje de sobrevivencia de NB después del tratamiento. Se observa un menor

porcentaje de apoptosis en células Bax KO.
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Figura 20. Evaluacion de la presencia de caspasa-3 en células 3T3-L1. Se observa un
decremento de la presencia de caspasa 3 en las células Bax KO; por otro lado, en las células Bcl-2

KO se presenta un aumento de estas proteinas.
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Figura 21. Porcentaje de sobrevivencia de fibroblastos después del tratamiento. Se observa
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un ligero decremento en el porcentaje de apoptosis de las células Bax KO, contrariamente a lo
observado en las células Bcl-2 KO.

Evaluacion de la retencién de calcio

La evaluacion mediante fluorescencia de la retencién de calcio, nos proporciono la
siguiente informacion en células de NB (Fig 22) y fibroblastos (Fig 23). En células
control cuando el PTPm se encontraba cerrado por falta de estimulos apoptéticos,
tuvo un valor de 1.76 + 0.06 URF para NB y 1.66 + 0.04 URF para fibroblastos. Por
otro lado, cuando las células de NB o fibroblastos fueron tratadas con su respectiva
CLso de cisplatino y Caslllia, los valores disminuyeron hasta alcanzar una diferencia
estadisticamente significativa. Estos resultados concuerdan con lo reportado por
Hou et al. (2014), donde se plantea que ante estimulos inductores de la apoptosis
como el aumento de ERO’s, el PTPm pasa de un estado basal a uno activo,
permitiendo que el calcio y los compuestos proapoptoéticos sean liberados al exterior
de la mitocondria, de tal forma que los resultados de esta evaluacion en conjunto
con la apoptosis confirmaron la actividad del PTPm. Ademas, con los valores de los
grupos sin transfeccién con tratamiento se pudo determinar mediante las URF el

momento en el cual el PTPm se encuentra activo.

Para las células Bax KO en ambas lineas celulares se presenté un comportamiento
similar. Cuando no se aplica cisplatino o Caslllia la CRC se mantuvo sin diferencia
estadistica significativa, en cambio cuando se aplicaron los tratamientos, la CRC se
increment6 sobre el valor del estado basal. El incremento en la CRC se debe a que
al incrementarse la actividad de la fosforilacién oxidativa por accion de la produccion
e ERO’s se requiere un flujo constante de electrones, el cual esta dado por el
gradiente de Ca?* que va desde el exterior de la mitocondria hasta el espacio
intramitocondrial mediante el uniporter de calcio, tal y como fue reportado
previamente*®. Con estos datos podemos afirmar que el PTPm dej6 de funcionar y
por lo tanto, la proteina Bax es esencial en su actividad ademas de ser necesaria

para que se induzca la apoptosis con los tratamientos empleados.
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La CRC en las células de NB y fibroblastos con silenciamiento de Bcl-2 se redujo
por efecto de los compuestos con centro activo metélico, lo que propicié la
generacion de ERO’s ocasionada por reacciones de tipo Fenton®. A su vez, el
incremento de ERO’s indujo el aumento del gradiente de calcio hacia el interior de
la mitocondria, ocasionando la apertura del PTPm por un exceso de Ca?
intramitocondrial*®. Ademas, se observd un comportamiento muy similar al grupo
control con tratamiento, esto es debido en parte a que al vaciar su contenido de Ca?*
intramitocondrial, la mitocondria puede regresar a su estado basal.

Finalmente, con todos los resultados presentados en-este trabajo podemos
confirmar que el PTPm requiere de la presencia de la proteina Bax por su efecto
sobre el Aym, que a su vez afecta a la propia estructura de la mitocondria; mientras

gue la proteina Bcl-2 no tiene un verdadero efecto sobre la actividad del PTPm.
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Figura 22. Capacidad de retencion de calcio en células de NB. Cuando el PTPm se encuentra

en un estado basal, los niveles de la CRC estan en 1.76 + 0.06. Valores superiores a éste indican
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un cierre del PTPm; mientras que, en un estado activo, la CRC presenta valores inferiores (*P<0.001;
*++P= <(0.0001).
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Figura 23. Capacidad de retencién de calcio en células 3T3-L1 Cuando el PTPm se encuentra
en un estado basal los niveles de la CRC estan en 1.6 = 0.04. Valores superiores a éste indican un
cierre del PTPm; mientras que, en un estado activo, la CRC tiene valores inferiores (****P <0.0001).
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7.CONCLUSIONES

El silenciamiento de las proteinas Bax y Bcl-2 no compromete la viabilidad celular
de las lineas SK-N-SH y 3T3-L1. Ademas, se pudo comprobar que el silenciamiento
mediante CRISPR/Cas9 se mantiene a través del tiempo con rendimientos
superiores al 60%.

La ausencia de la proteina Bax no influye en la generacion de las ERO’s tanto en
células sanas como células tumorales, mientras que la falta de la proteina Bcl-2
incrementa los niveles de ERO’s. Si bien se puede inferir con nuestros resultados y
estudios previos un dafio a nivel del DNA, en nuestras lineas silenciadas hace falta
realizar el analisis pertinente para confirmarlo, de igual manera hace falta realizar la

evaluacion de los niveles de GSH en relacion con la concentracion de H2Oo.

El silenciamiento de Bax presenta un efecto protector contra la apoptosis inducida
por nuestros tratamientos, de manera logica también se presenta un mayor nivel de

apoptosis cuando se silencia la proteina antiapoptotica Bcl-2.

Cuando se tiene silenciada la proteina Bax el PTPm pierde su estado de actividad

y comienza a almacenar moléculas al interior de la mitocondria.

Este trabajo cumplio con el objetivo de evaluar la funcionalidad del PTPm ante la
ausencia de Bax y Bcl-2, teniendo como resultado adicional resultados que
corroboran el mecanismo de accion del cisplatino y la Caslllia, ademas de observar
una selectividad tumoral por parte de la Caslllia independiente de la tasa de

proliferacién celular.
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