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RESUMEN

El neuroblastoma (NB) es el tumor sélido extracraneal mas frecuente en la infancia
(8-10 %), con alta capacidad de metéstasis y resistencia a farmacos. Lo que ha
conducido a la investigacion de nuevos tratamientos con mayor efectividad como
las Casiopeinas® (Cas), que son compuestos que han mostrado efectos citostaticos
y citotoxicos en diversos tumores. En lineas de NB se comprobd su actividad
apoptotica (2-4 h), autofagica (10 h) y de supervivencia (24 h), pero se desconocian
sus efectos después de las 24 h, tiempo en el cual las células podrian metastatizar.
Por tal motivo, el objetivo de este trabajo fue analizar la transicion epitelio-
mesénquima, migracion e invasividad celular, en la linea de neuroblastoma SK-N-
SH, tratada con la CLso de Cisplatino o Caslllia. La transicion epitelio-mesénquima
se midié por inmunofluorescencia a través de las proteinas E-cadherina y N-
cadherina, la migracion celular se evalu6é con el ensayo de la herida y se realizd
inmunocitoquimica para ver la presencia de PCNA; mientras que la invasividad
celular se determiné empleando el ensayo de transwell, inmunofluorescencia para
identificar la traslocacion de B-catenina y el analisis del ciclo celular mediante
citometria de flujo. Los resultados mostraron que no hay cambios significativos en
el proceso de transicion epitelio-mesénquima, sin embargo, los tratamientos
disminuyen la capacidad de migracion y a partir de las 48 h, se observa la pérdida
celular total. También se encontr6 que las células tratadas con Caslllia no son
capaces de atravesar la membrana del transwell, asi mismo no de identifico
traslocacion de B-catenina y las células permanecen entre las fases GO/G1 y la fase
S del ciclo celular. En conclusion, la administracion de Caslllia inhibe la capacidad

de migracion e invasividad en células de NB.

Palabras clave: Neuroblastoma, Casiopeina lllia, migracién celular, invasividad

celular, ciclo celular.



ABSTRACT

Neuroblastoma (NB) is the most common extracranial solid tumor in childhood (8-
10%), with a high capacity for metastasis and drug resistance. This has led to the
investigation of new treatments with greater effectiveness such as Casiopeinas®
(Cas), which are compounds that have shown cytostatic and cytotoxic effects in
various tumors. In NB lines, its apoptotic (2-4 h), autophagic (10 h) and survival (24
h) activity were verified, but its effects were unknown after 24 h, at which time the
cells could metastasize. For this reason, the objective of this work was to analyze
the epithelial-mesenchymal transition, migration and cell invasiveness, in the SK-N-
SH neuroblastoma line, treated with the LC50 of Cisplatin or Caslllia. The epithelial-
mesenchymal transition was measured by immunofluorescence through the E-
cadherin and N-cadherin proteins, cell migration was evaluated with the wound
assay and immunocytochemical was performed to see the presence of PCNA; while
cell invasiveness was determined using the transwell assay, immunofluorescence to
identify B-catenin translocation and cell cycle analysis by flow cytometry. The results
showed that there are no 'significant changes in the epithelial-mesenchymal
transition process, however, the treatments decrease the migration capacity and
after 48 h, the total cell loss is observed. It was also found that the cells treated with
Caslllia are not able to cross the transwell membrane, likewise not identified
translocation of 3-catenin and the cells remain between the GO / G1 phases and the
S phase of the cell cycle. In conclusion, the administration of Caslllia inhibits the

ability of migration and invasiveness in NB cells.

Keywords: Neuroblastoma, Casiopeina lllia, cell migration, cell invasiveness, cell

cycle



1.- INTRODUCCION

El Neuroblastoma (NB) es el tumor solido extracraneal mas frecuente en infantes
(1); representa el 15% de la mortalidad infantil; su tasa de supervivencia en tumores

metastasicos es considerablemente baja (21%) durante los primeros 5 afios de vida

(2).

Debido a su complejidad el tratamiento administrado para el NB de alto riesgo con
metéstasis, consiste en terapias multimodales intensivas. Los quimioterapéuticos
comunmente administrados son agentes alquilantes siendo el mas utilizado el
cisplatino (3). Sin embargo se asocia a una deficiente calidad de vida por sus efectos

adversos (4,5).

Por lo anterior, se trabaja en la investigacion de nuevos anticancerigenos mas
efectivos y con menores efectos adversos entre los que se encuentra la familia de
las Casiopeinas® (Cas) (6—8); que han demostrado que a menores concentraciones
que el cisplatino, producen. efectos antiproliferativos, citotoxicos y genotéxicos (9—
11). En células de NB tratadas con Cas se han analizado los procesos de apoptosis,
autofagia y supervivencia. Sin embargo, es importante ahondar en el mecanismo de
accion en etapas tumorales tardias debido a que la Caslllia actualmente se

encuentra en Fase Clinica I.

2.-ANTECEDENTES

2.1 Neuroblastoma

El neuroblastoma (NB) es el tumor sélido extracraneal mas frecuente de la infancia
(12), con una incidencia anual de 10.5 por cada millon de nifios menores de 15 afos
en Estados Unidos (13), ubicando al NB como el tumor mas diagnosticado en el

primer afo de vida (14). Se caracteriza por ser un tumor maligno embrionario de



células pluripotentes que derivan de la cresta neural para dar origen al Sistema
Nervioso Simpatico (SNS) (15).

Los sitios en los que se ubica el NB estan correlacionados con tejidos del SNS,
incluyendo los ganglios simpéticos espinales y su blanco principal que son. las
células cromafines de las glandulas suprarrenales (16). Las caracteristicas del
neuroblastoma son variables dependiendo de la edad del paciente a la hora del
diagnéstico, la histopatologia tumoral, el estado de amplificacion del oncogen N-

Myc y el estadio en el cual se encuentre clasificado el tumor (Tabla 1).

Tabla 1. Sistema Internacional de Estadificacion del NB (Maris, 2013).

Estadio Caracteristicas

Estadio 1 | Tumor localizado con reseccion macroseopica completa, con o sin enfermedad residual
microscopica; ganglios linfaticos ipsilaterales representativos, negativos para el tumor
microscopicamente (los nodulos adheridos al tumor primario y que fueron extirpados junto con
éste, pueden ser positivos).

Estadio 2 | Tumor localizado con reseccion  macroscopica incompleta; ganglios linfaticos ipsilaterales
representativos, negativos para el tumor microscopicamente.

Estadio 3 | Tumor irresecable unilateral, infiltrante mas alld de la linea media, con o sin afectacion de los
ganglios linfaticos regionales; o tumor unilateral localizado con compromiso de los ganglios
linfaticos regionales contralaterales; o tumor en la linea media con extension bilateral por
infiltracidn (irresecable) o por afectacidn del ganglio linfatico. La linea media estd determinada por
la columna vertebral. Los tumores que se originan en un lado y cruzan la linea media deben
infiltrase sobre ésta, o hacia el lado opuesto de la columna vertebral.

Estadio 4 | Cualquier tumor primario con diseminacion a los ganglios linfaticos distantes, huesos, medula
osea, higado, piel u otros drganos (excepto los definidos para la etapa 45).

Estadio 45 | Tumor primario localizado (como se define en etapa 1 o 2), con diseminacion limitada a piel,
higado o medula ¢sea (circunscrito a lactantes menores de un afio). La afectacion medular debe
ser minima (o sea <10% de células nucleadas totales identificadas como malignas par biopsia de
hueso o por aspirado de medula dsea).

Molecularmente, el NB presenta delecién del cromosoma 1p y ganancia del 17q, asi
como amplificacion del oncogen N-Myc (15). Dicha amplificacion se presenta
aproximadamente en el 25% de los casos de NB e indica el nivel de gravedad con

el que se presenta el tumor, siendo el principal factor independiente de mal



prondstico. Ademas, esta estrechamente relacionado con una rapida progresion del
tumoral, inhibicion de apoptosis y alta capacidad de metéstasis (3).

La metastasis esta presente al momento del diagnostico aproximadamente en el
50% de los pacientes teniendo como sitios mas comunes la médula 6sea, el hueso
y ganglios linfaticos; a su vez en el 5% de los menores se puede presentar

afectacion en el sistema nervioso central y pulmones (17).

2.2 Metastasis

La metastasis es un proceso presente en el desarrollo tumoral que se define como
la formacion de tumores en tejidos y érganos lejanos al sitio de origen (Fig. 1);
ademas es un factor importante para identificar la malignidad y el prondstico del
paciente y se asocia con el 90% de muertes por cancer (18), Es un proceso que
forma parte de la carcinogénesis y esta asociado con la malignidad y mal pronéstico.

Para llevarse a cabo la metastasis, primero requiere que las células tumorales
pierdan la adherencia célula-célula mediante la transicién epitelio-mesénquima
(TEM), posteriormente se presenta la degradacion de la matriz extracelular y la
invasion en la - membrana basal, para dar paso a la migraciéon celular. Este punto
incluye la extravasacion de las células tumorales hacia el torrente sanguineo para
favorecer la circulacion de las células hasta la identificacion del tejido de crecimiento

secundario en el cual se llevara a cabo la extravasacion del torrente sanguineo (19).

Finalmente ocurre la invasion de las células tumorales en el tejido, a partir de un
proceso inverso a la transicion epitelio-mesénquima el cual se ve favorecido por la
angiogénesis (19,20). Para analizar el proceso de metastasis de forma detallada a
continuacion se desglosan 3 puntos clave: la TEM, la migracion y la invasividad
celular (21).



-' -

Iniciacion Promocion Progresion Metastasis

Figura 1. Proceso de carcinogénesis. La carcinogénesis es un proceso en el cual se desarrolla un tumor, no
necesariamente es un proceso lineal o en el cual se pase por todas las etapas. Comienza con la fase de
iniciacion donde la célula presenta una o varias mutaciones a nivel celular, después se encuentra la fase de
promocion en la cual la capacidad de apoptosis disminuye y la proliferacién de las células mutadas aumenta,
posteriormente en la fase de progresion en la cual la angiogénesis juega un papel importante formando vasos
sanguineos a partir de los ya existentes favoreciendo el microambiente tumoral; por Gltimo esta la metéstasis
en la cual el microambiente tumoral ya no es suficientemente rico para las células del tumor primario por lo cual
se lleva a cabo la TEM, lo que le confiere caracteristicas mesénquimales a las células epiteliales, favoreciendo

su motilidad, permitiéndoles migrar e invadir tejidos lejanos al sitio primario (18).

2.2.1 Transicion epitelio-mesénguima

El principio de la TEM consiste en el cambio fenotipico de las células epiteliales
(Fig.2) hacia un fenotipo mesenquimal, favoreciendo la motilidad y proliferacion
celular debido a la pérdida de adhesién y degradacion de la matriz extracelular la

cual esté relacionada con la familia de cadherinas (22).
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cadherinas

COH1 - E-cadherina

Figura 2. Fenotipo epitelial. En este fenotipo las células se encuentran unidas entre si por cadherinas
(especificamente E-cadherina) que se encuentran ancladas a la membrana extracelular por medio de las
integrinas y la proteina Wnt. (A) Cuando Wnt estd unida a las integrinas, el complejo de destruccién de APC
(poliposis adenomatosa coli) que se ubica en el citoplasma de la célula, destruye a B-catenina y no le permite
traslocar al nicleo impidiendo asi la proliferacion-celular. (B) Cuando Wnt se une a su receptor ubicado en la
membrana celular, impide que el complejo de destruccion se forme y de esta manera 3-catenina puede traslocar
al nucleo y activar factores de transcripcion como los de ciclina D1, que activan el ciclo celular promoviendo la
proliferacion. (C) Si APC no se encuentra presente en el citoplasma de la célula, no es posible la formacion del
complejo de destruccion lo cual permite la traslocacion nuclear de B-catenina y con esto, la proliferacion
celular(22).

Las cadherinas son una familia de moléculas de adhesion célula-célula
dependientes de calcio; las cadherinas clasicas tipo I, epitelial (E), neural (N) y
placentaria (P) y tipo Il cadherinas de la 6 a la 12, ademas de la 18, 20, 22, 24y la
cadherina VE (Vascular Endotelial) (23). En este proyecto nos vamos a centrar en

las cadherinas E y N.

La E-cadherina esta codificada por el gen CDH1 y promueve la asociacién célula-
célula, lo que constituye un importante factor antitumoral; mientras que la N-

cadherina (gen CDH2) se expresa cuando hay pérdida de E-cadherina, permitiendo

11



que las células cancerosas crucen la membrana basal e invadan los tejidos
circundantes (Fig. 3) (19). En este proceso intervienen otras moléculas como (-
catenina (B-cat), que se encuentra unida a la E-cadherina actuando como un
intermediario en la unién de moléculas de adhesion del citoesqueleto, con las
uniones celulares (24).

‘ o Transicion Fenotipo Mesénquimal
Fenotipo Epitelial Epiitelio-mesénguima

d Cambios en la adhesion celular
N-cadhening *

E-:aawrﬁa*
E-cndiviring Ruptura de la membrans basa
N-ca:"e'n;* MMP 2.9 ’

Figura 3. TEM. La transicion epitelio-mesénquima consiste en un cambio fenotipico en las células cancerigenas
conferido por la expresioén de las proteinas E-Cadherina (la cual promueve la unién célula-célula) y N-Cadherina
(favorece la pérdida de adhesién) el cual ayuda en la motilidad celular (19).

La principal funcién con la que se asociaba a [3-cat era con el control de la funcién
adhesiva de las cadherinas, aunque posteriormente se establecio que también
participa en la via de sefalizacion intracelular de Wnt. En dicha via B-cat debe
translocar hacia el nucleo (Fig. 2), lo cual depende de los niveles de la proteina no-
asociada a la cadherina o que se encuentra libre en el citosol. Cuando 3-cat no esta
unida a la cadherina en los complejos de adhesion, se encuentra formando un
complejo con proteinas como GSK3 (la cinasa de glucégeno sintasa 3) asociada a
la activacion del ciclo celular y APC que es un gen responsable de la supresion
tumoral, encargado de los efectos antiproliferativos (24).
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Una vez ocurrido este proceso inicia la fase pre-invasiva, en la cual las células
disminuyen el contacto entre si por la pérdida de funcién de E-cadherina, el aumento
de N-cadherinay la activacion de B-catenina (22). Esto provoca la separacion celular
de la membrana basal e inicia lo que se conoce como invasion local en la que se
infiltran las células tumorales en los tejidos adyacentes (25). Por ultimo las células
tumorales pueden migran para colonizar tejidos distantes y formar focos

secundarios de crecimiento (21).

2.2.2 Migracion

La migracion celular tiene una funcion importante dentro del crecimiento embrionario
y en etapas posteriores a la embriogénesis, es auxiliar en la reparacién y
regeneracion celular. Ademas, tiene un mecanismo implicado con la motilidad activa
de la célula mediante la regulacion decreciente de E-cadherina (durante el proceso
de TEM), dando como resultado la disminucién de la fuerza de adhesion celular
dentro de tejidos. Lo anterior, permite cambios en el citoesqueleto, entre los cuales
se encuentran la modificacion de la polaridad en las células, lo que favorece el
desplazamiento celular en procesos cancerigenos (Fig. 4). Este mecanismo esta
relacionado con la degradacion de la matriz extracelular, otras células como las del

sistema inmune y el torrente sanguineo (22).
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Tumor primario

Células 7
tumorales Células

endoteliales

Membrana

' Torrente sanguineo

Figura 4. Fases de la migracion. La migracion celular inicia con el proceso de degradacion de la matriz
extracelular (MEC), posteriormente se presenta falta de adhesion celular debido a la pérdida de E-cadherina 'y
aumento de N-cadherina, aunado a esto se reorganiza el citoesqueleto, para finalmente llegar a la migracion de
las células tumorales mediante factores de motilidad autocrinos como HGF (Factor de crecimiento de
hepatocitos) (26)

2.2.3 Invasividad

La invasividad en el proceso de metastasis se presenta posterior a la migracion.
Una vez que la célula llega a su blanco, surge un proceso inverso a la TEM en el
cual las células mesenquimales cambian su fenotipo a epiteliales, con lo cual se
favorece la adhesion celular asi como la angiogénesis (25).

La invasividad incluye la proliferacién celular descontrolada, proceso en el cual

nuevamente se ve vinculada B-catenina, ya que su translocacion hacia el nucleo
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promueve la hiperactivacion de TCF1 (factor de células T1) el cual se encuentra
relacionado con la transcripcion de proteinas como la ciclina D1 implicada en la

multiplicacion y el crecimiento celular (Fig. 5) (27)

D'IVISIOH dewuna, = .
célula'sana

-
Il ' Apoptosis
Daiio celular

(¥

N -
Division de wuna % }\ &
célula cancerigena 8

'»* ’ ‘*' *_'

__ Proliferacién
" descontrolada

Figura 5. Ciclo celular. En la.imagen se pueden observar cada una de las fases del ciclo celular, asi como la
diferencia en el proceso de division celular de una sana y de una cancerigena, para lo cual es importante sefialar
que las células con mutaciones evaden los puntos de control lo cual evita su muerte y favorece su proliferacion
27).

2.3 Tratamientos

Actualmente los tratamientos recomendados para combatir el NB consisten en
terapias multimodales intensivas las cuales suelen ser ineficientes, especialmente
en pacientes de alto riesgo con metastasis y/o con amplificacion del oncogen N-
Myc. Entre los quimioterapéutico mas utilizados se encuentran agentes alquilantes
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como: ciclofosfamida, melfalan, carboplatino, o el mds cominmente administrado
cisplatino (28,29).

2.3.1 Cisplatino

El cisplatino inhibe la sintesis de DNA y proteinas produciendo enlaces cruzados
dentro y entre las cadenas del DNA, al unirse al N-7 de la guanina. Sin embargo, su
administracion esta asociada a una deficiente calidad de vida en los pacientes
debido a su alto nivel de toxicidad en diversos 6rganos (29); por lo cual su uso se
asocia con nefrotoxicidad, hepatotoxicidad, trastornos gastrointestinales,

ototoxicidad e inmunosupresion entre otros (4).

2.3.2 Casiopeinas

En la basqueda de nuevos anticancerigenos surgen las Casiopeinas® (Cas) que
pertenecen a una familia de compuestos de coordinacion de cobre(ll) cuya formula
general es [Cu (N-N) (N-O)]NOs y [Cu(N-N) (O-O)][NOs (6-8) (Fig. 6). Estos
compuestos han demostrado que a menores concentraciones que el cisplatino,
producen efectos antiproliferativos, citotéxicos y genotéxicos (9,11) en modelos in
vivo (30) e in vitro (31-33).
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Figura 6. Casiopeina lllia. La imagen muestra el complejo de coordinacién de cobre(ll) el cual contiene dimetil-

bipiridina y acetilacetonato (Tomada de Garcia-Ramos et al., 2017).

Ademas, se ha observado una fuerte actividad antitumoral en lineas celulares de
carcinomas humanos (32) y caninos (datos no publicados) y bajos efectos toxicos
en corazon de rata (34), linfocitos y macrofagos humanos (33), evitando asi la
presencia de leucopenias. En comparacién con otros tratamientos antineoplasicos,
las Cas presentan una capacidad téxica menor, debido a que el cobre es un
oligoelemento que participa en las reacciones normales metabdlicas del organismo
(29, 34).

En células de NB tratadas con Cas ligly, llliay llIEa, nuestro grupo ha analizado los
procesos de apoptosis, autofagia y supervivencia a diferentes tiempos (2, 10 y 24
h) (33) (Fig.7). Se observaron los fenbmenos de apoptosis y autofagia a tiempos
cortos (2 h); mientras que a las 10 h solo se encontré autofagia y finalmente la
supervivencia fue el proceso observado a las 24 h (36); sin embargo, ain no se
conocen los efectos de estos compuestos en tiempos posteriores, donde se pueden

presentar la migracion y la invasividad.
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Figura 7. Muerte de células de NB tratadas con Casiopeinas. La imagen muestra cinética de tiempo de 2/4,
10y 24h donde se observaron tres procesos distintos: la apoptosis, autofagia y supervivencia. Encontrando que
el tratamiento con Casiopeinas tiene su principal efecto como antineoplasico en tiempos cortos(32, 35).

3.-HIPOTESIS

El tratamiento con Casiopeina® lllia inhibir4 los procesos de la transicion epitelio-

mesénquima, migracion e invasividad en células de neuroblastoma.

4.-OBJETIVOS

Objetivo general.

Analizar los procesos de la transicion epitelio-mesénquima, migracion e invasividad,

en células de neuroblastoma tratadas con Casiopeina® lllia.

Objetivos especificos.

1) Analizar la transicion epitelio-mesénquima en células de NB tratadas con

Caslllia.
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2) Evaluar la capacidad de migracion de la linea celular SK-N-SH debida al
tratamiento con Casiopeina lllia.

3) Determinar la capacidad de invasividad de la linea celular de neuroblastoma
SK-N-SH tratada con Caslllia.

4) ldentificar la translocacion de B-catenina de la linea celular SK-N-SH bajo
tratamiento con Caslllia.

5) Analizar el porcentaje de distribucion celular dentro de las fases del ciclo
celular de la linea celular SK-N-SH debida al tratamiento con Casiopeina lllia.

5.- MATERIAL Y METODOS

Se trabajé en un modelo in vitro con una linea celular de neuroblastoma, bajo un

disefio experimental-longitudinal.

5.1 Descripcion del sujeto experimental

La linea celular SK-N-SH' (ATCC®, No. Cat. HTB-11™) proveniente de un
neuroblastoma humano, se caracteriza por tener una morfologia epitelial, su modelo
de crecimiento es adherente y su tiempo de proliferacion es de 43 h
aproximadamente, no tiene amplificacion del oncogen N-Myc pero se ha reportado

gue presenta una alta capacidad invasiva.

La linea celular 3T3-L1 (ATCC®, No. Cat. CL-173™) proviene de fibroblastos de
raton, tiene un modelo de crecimiento adherente y su tiempo de proliferacion es de
48 h aproximadamente; por tal motivo son consideradas como células de

crecimiento acelerado no-tumorales.
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5.2 Mediciones y analisis

A partir de las 24 h post-tratamiento, todas las mediciones se realizaron cada 24 h
hasta las 120 h. Las condiciones fueron células control sin-tratamiento y células

tratadas con su respectiva CLso de Casiopeina lllia o Cisplatino.

5.2.1 Cultivo celular

Cultivo de dos lineas celulares (SK-N-SH y 3T3-L1) bajo los siguientes lineamientos:
se utilizé como medio base una mezcla 1:1 de Medio Eagle Modificado (EMEM,
Sigma Chemical Co, St. Louis, MO USA), se complementd con Suero Fetal Bovino
(SFB) (No. Cat. P30-3306; PanBiotech) hasta una concentracion final del 10% y con
Antibiotic-Antimycotic 100X (No. Cat. 15240062; Gibco™) al 1%. Se incubaron a
37°C, con atmosfera de 95% aire y 5% dioxido de carbono (CO2), manteniendo la
humedad constante y renovando el medio cada 2 dias. Cuando los cultivos

alcanzaron una confluencia >80% se paso a la siguiente etapa.

5.2.2 Determinacion de CLsode la linea celular 3T3-L1

Fueron sembradas 1x10° células en placas de 24 pozos, las cuales se incubaron
durante 24 h bajo las condiciones de cultivo previamente reportadas para permitir la
adhesién celular; posteriormente se agregaron concentraciones crecientes del
tratamiento (Cisplatino o Caslllia: 1, 10, 25, 50, 100, 200 pg/ml) y nuevamente se
incubaron las placas durante 24 h. Para finalizar, se realizé el conteo celular con
azul de tripano como indicador de viabilidad celular (No. Cat. 25-900-Cl; Corning™)
en camara de Neubauer, y posteriormente se graficaron los resultados, sacando el

promedio de tres experimentos independientes, hasta obtener la CLso.
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5.2.3 Conteo de viabilidad celular

Fueron sembradas 1x10° células en placas de 24 pozos, las cuales fueron tratadas
con su CLso por 24 hy posteriormente se realiz6 cambio de medio (SFB 10%) y se
procedio al conteo en tiempos discretos (24, 48, 72, 96 y 120 h) por medio de azul

de tripano en camara de Neubauer.

5.2.4. Andlisis de proteinas mediante inmunofluorescencia.

Para el andlisis de proteinas, en placas de 24 pozos se colocaron cubre-objetos
redondos tratados con Poli-L-lisina (No. Cat. A-005-C; Merck Millipore), en los
cuales fueron sembradas 1 x 10° células, y una vez aplicado el tratamiento (Caslllia
o Cis) se procedi6 a fijarlas con paraformaldehido (No. Cat. P6148-500G; Sigma
Aldrich) al 4%. Posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS 1X por 5 min cada
uno y las membranas celulares se permeabilizaron con Triton™ (No. Cat. T8787;
Sigma-Aldrich) por 15 min. Después se realizaron 3 lavados mas con PBS-Tween-
20 (No. Cat. P9416; Sigma-Aldrich) al 0.05% y las uniones celulares inespecificas,
se bloquearon con albumina al 1% durante 1 h a 4°C. Se aplicaron los anticuerpos
primarios correspondientes: E-cadherina (No. Cat. 14472; CellSignaling), N-
cadherina (No. Cat. 14215, CellSignaling) o B-catenina (No. Cat. sc-7963; Santa

Cruz Biotechnology) dil. 1:500, dejandose incubar durante toda la noche.

Al dia siguiente se realizaron 3 lavados con PBS- Tween-20, se agrego el anticuerpo
secundario (Donkey anti Mouse Alexa Fluor 488; No. Cat. R37114; ThermoFisher)
dil.'1:1000 + 0.5 pl de Faloidina (No. Cat. P5282; Sigma-Aldrich) como contraste
citoplasmico para marcar la actina y DAPI (No. Cat. D9542; Sigma-Aldrich) como
marcador nuclear. Las muestras se incubaron durante 2 h, se lavaron 3X con PBS-
Tween-20 y se montaron en portaobjetos con gel revelador. Se mantuvieron en
oscuridad hasta la lectura en el microscopio confocal (Zeiss Axiovert 200 LSM 510
Meta— Multifotonico), en el cual se eligieron 3 campos al azar en cada una de las

muestras y se procedié a tomar las fotografias.
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5.2.5 Determinacion de la capacidad de migracion por medio del ensayo de

cierre de la herida.

El ensayo consisti6 en seguir el comportamiento de una monocapa celular
confluente luego de realizar una brecha o “herida”; para determinar el contacto

célula-célula, cerrando asi la “herida”.

En placas de 24 pozos se cultivaron 1 x 10° células en condiciones bajas de SFB
(5%) y al alcanzar una confluencia >80%, se realiz6 la “herida” con puntas estériles
de micropipeta amarillas (P200). Posteriormente se procedio a lavar las placas dos
veces con PBS para eliminar los restos celulares desprendidos de la zona de la
“herida”. Se aplicaron los tratamientos (CLso) dejandose actuar durante 24 h, en este
punto se retiraron los tratamientos y se agregé medio fresco con SFB al 5%. Se
observé en microscopio optico con aumento 4X, enfocado ligeramente por encima
del punto del foco y dejando las imagenes un poco sobre-iluminadas. Se utilizé un
barrido de tiempos discretos donde se midi6 el cierre de la herida a las 24, 48, 72,
96 y 120 h; se tomaron fotografias de tres campos elegidos al azar en los diferentes
tiempos y se procedi6 al conteo de células que migraron hacia la herida, asignando
un valor arbitrario de 100 a la muestra control. Los resultados se presentan en un
grafico en el cual se muestra el promedio de células que cruzaron la linea de la

herida en cada tiempo.

5.2.6 Evaluacion de PCNA por inmunocitoquimica como complemento del

ensayo de la herida.

Para realizar este protocolo, en placas de 24 pozos se sembraron 1 x 10° células
tratadas bajo las mismas condiciones del ensayo de la herida. Posteriormente se
retiré el medio (DMEM), se procedio a realizar un lavado con PBS y se fijaron en

paraformaldehido al 0.4%. Una vez fijado el cultivo, las membranas celulares se
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permeabilizaron afiadiendo 2 ml de Triton-100X™ al 1% y se mantuvieron durante
10 min en agitacion. A continuacion, se hicieron 3 lavados con PBS y uno con PBS-
Tween al 0,5%. Las uniones inespecificas se bloquearon con 400ul de solucién de
bloqueo durante 1 h a temperatura ambiente, se retird la solucion de bloqueo'y se
afiadieron 200 pul del anticuerpo primario PCNA (No. Cat. SC-9857, Santa Cruz
Biotechnology) en una dil. 1.500, incubandose toda la noche a 4°C en ambiente
hamedo. Al dia siguiente se realizaron 3 lavados con PBS y uno con PBS-Tween al
0,5%. Se agrego el anticuerpo secundario (Mouse anti Goat; No. Cat. SC-2354,
Santa Cruz Biotechnology) a una dil. 1:1000, incubandose durante 2 h, y
posteriormente se realizaron tres lavados con PBS. El revelado se llevo a cabo con
Diaminobencidina (No. Cat. 91-95-2; Sigma Aldrich) y como contraste se utilizd
hematoxilina (No. Cat. 14166; Sigma Aldrich).- Para finalizar, las muestras se
cubrieron con medio de montaje, se sellaron con esmalte y se dejaron secar para
su analisis por microscopia Optica para lo cual se eligieron 3 campos al azar en cada

una de las muestras y se procedio a tomar las fotografias

5.2.7. Evaluacion de la capacidad de invasividad por medio del ensayo de

Transwell

Las células previamente tratadas durante 24 h con Cas o Cis, fueron privadas de
SFB durante otras 24 h. Posteriormente se sembraron 4 x 10° células en los insertos
del Transwell (No. Cat. CLS3464; Sigma Aldrich), se afiadio medio con suero al 10%
en el compartimento inferior del Transwell y se dejaron incubar durante 48 h para
permitir la migracion de las células desde la cara apical hacia la cara basal del
Transwell. Las células que lograron migrar, se fijaron en paraformaldehido al 0.4%
y se procedid a su analisis en el microscopio Optico para lo cual fueron
seleccionados al azar tres campos y se realizo el conteo celular para su posterior

andlisis estadistico.
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5.2.8 Evaluacién del ciclo celular por citometria de flujo.

El andlisis del ciclo celular se realizdé con el analizador celular Muse™ (No. Cat.
64271; Merck Millipore; Alemania), utilizando el kit Cell Cycle (No. Cat. MCH100106;
Merck Millipore; Alemania) que tifie con yoduro de propidio las células integras. El
analizador celular detecta en qué fase del ciclo celular se encuentra la célula
(GO/G1, S, G2/M). Partiendo de 1 x 10°células, se realizaron dos lavados con PBS
1X y se procedi6 a fijarlas con etanol al 70%, incubando la muestra durante 3 h a -
20°C. Se centrifugaron a 3000 rpm, se retir0 el etanol y se realizaron dos lavados
con PBS 1X. En un tubo eppendorf se depositaron 200 ul del pellet y se agregaron
200pl del reactivo Cell Cycle en oscuridad. Las muestras se incubaron durante 30
min a temperatura ambiente y se procedid a analizarlas con el software

correspondiente al kit Cell Cycle en el analizador celular Muse™.

5.3 Analisis estadistico

Las metodologias detalladas se efectuaron por triplicado y los datos se analizaron
mediante ANOVA. Los resultados se presentan como la Media + Desviacion
estandar con una P < 0.05. Se empled el programa GraphPad Prism en su version
7.00.

6.- RESULTADOS

Determinacion de CLso de la linea celular 3T3-L1.- Después de tratar la linea
celular 3T3-L1 durante 24 h con Caslllia (Fig. 8) se encontré que en comparacion
con el Cisplatino se requiere de una dosis mayor para llegar a su CLso, contrario a
lo que sucede en las células tumorales en las cuales es necesaria una dosis mayor

de Cisplatino.
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Figura 8. Concentracion letal 50 (CLso) de la linea 3T3-L1 con Cas lilia y Cisplatino. La gréfica representa

el promedio de tres experimentos independientes.

Viabilidad celular post-tratamiento.- En las Figuras 9 y 10 se observa una
tendencia a la baja en la viabilidad celular entre las 24 y 48 h post-tratamiento en
ambas lineas celulares; sin embargo en el caso de la linea celular SK-N-SH que fue
tratada con cisplatino a las 120 h se comporta de una forma similar a las células
control; por otra parte, la misma linea celular al ser tratada con Caslllia tiene un
descenso en la viabilidad celular del cual no se recupera a las 120 h. En el caso de
la linea 3T3-L1 podemos observar que los resultados obtenidos en las tres
condiciones (control, Caslllia y Cis) tienen valores similares. Sin embargo, se puede
observar como las células que fueron tratadas con Caslllia tienen un
compaortamiento con mayor similitud a los controles, que las tratadas con Cisplatino

ya que éstas muestran una supervivencia ligeramente menor.
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Figura 9.- Gréfica de viabilidad celular post-tratamiento/linea celular SK-N-SH. - La grafica muestra el
resultado obtenido del conteo celular después de tratar las células con la CLso de Caslllia o Cisplatino durante

24 h. El conteo se realizé en tiempos discretos cada 24 h.
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Figura 10.- Gréafica de viabilidad celular post-tratamiento/linea celular 3T3-L1. La grafica muestra el
resultado obtenido del conteo celular después de tratar las células con la CLso de Caslllia o Cisplatino durante

24 h. El conteo se realizé en tiempos discretos cada 24 h.
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Transicion epitelio-mesénquima. — La presencia de E-cadherina en la linea
celular SK-N-SH se puede observar en la Figura 11, en la cual las imagenes
correspondientes a los controles muestran ausencia de la proteina de interés;
mientras que las células tratadas con Caslllia muestran co-localizacion de Faloidina
y de E-cadherina a partir de las 24 h post-tratamiento y hasta las 120 h, ademasde
un cambio morfolégico con el cual las células toman una forma redondeada. Por
altimo, las células tratadas con Cis muestran una baja sefial a las 48 y 72 h tanto
para Faloidina como para E-cadherina; sin embargo, la -intensidad de la
fluorescencia aumenta hacia las 96 y 120 h. Por otra parte, en la Figura 12 en la
cual se muestran los resultados obtenidos al evaluar la presencia de E-cadherina
en la linea celular 3T3-L1, se puede observar la presencia minima de la proteina de
interés (E-cadherina) a las 48 h y la ausencia total-en |los siguientes tiempos, a pesar
del aumento en la expresion del marcador del citoesqueleto. Sin embargo, en las
células tratadas con Caslllia se puede ver la presencia de Faloidina y de E-
cadherina co-localizadas y su aumento con respecto al tiempo, ademas se observa
un cambio morfolégico con el cual las celulas adquieren una forma redondeada. Por
altimo, las células tratadas con Cisplatino muestran sefial de Faloidina a las 24h de
forma similar a la encontrada en las células controles entre las 72 y 120 h, pero a
partir de las 48 h no se ve sefal para ninguno de los marcadores.

Por otra parte al evaluar la presencia de N-cadherina en la linea celular SK-N-SH
(Fig. 13), se puede observar que en las imagenes correspondientes a la condicion
control hay una disminucién de la intensidad en la Faloidina entre las 72y 96 hy a
Su vez se observa a las 96 h la presencia de N-cadherina, la cual se ve asociada a
un cambio morfolégico en las células que presentan la proteina; mientras que en las
células que recibieron tratamiento, no se observa sefal para ninguno de los
marcadores. En la figura 14 en la cual también se evalu6 la presencia de N-
cadherina en la linea celular 3T3-L1, se observo disminucion en la intensidad de la
Faloidina entre las 96 y 120 h; sin embargo, en esta linea celular no se identifico
presencia de N-cadherina. Mientras que en las células que recibieron tratamiento

no se observa sefial para ninguno de los marcadores.
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Figura 11. Presencia de E-cadherina en la Linea celular SK-N-SH. Las imagenes muestran los resultados

de la fluorescencia en los cuales se aprecia en color rojo la Faloidina como marcador de citoesqueleto y en color
verde, la E-cadherina (20x).
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Figura 12. Presencia de E-cadherina en la Linea celular 3T3-L1. Las imagenes muestran la presencia
inmunofluorescente de Faloidina (rojo) como marcador de citoesqueleto y en color verde la proteina de interés
(E-cadherina) (20x).
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Figura 13. Presencia de N-cadherina en la linea celular SK-N-SH. Las imagenes muestran los resultados de
la fluorescencia en los cuales se aprecia en color rojo la Faloidina como marcador de citoesqueleto y en color

verde, la N-cadherina (20x).
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Figura 14. Presencia de N-cadherina en la linea celular 3T3-L1. Las imagenes muestran la presencia
inmunofluorescente de Faloidina (rojo) como marcador de citoesqueleto y en color verde la proteina de interés
(N-cadherina) (20x).
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Capacidad de migracién. - Lo resultados arrojados por el ensayo de la herida (Fig.
15a y b) muestran que las células control en ambas lineas tuvieron un cierre total
de la herida a las 96 h. Por su parte, el tratamiento con Caslllia fue incompatible con
la supervivencia celular y por lo tanto con la migracion en la linea SK-N-SH,
compartiendo caracteristicas con lo sucedido en la linea celular 3T3-L1 al ser
tratada con Cisplatino, la cual mostr6 un menor nimero de células respecto al
control y a partir de las 96 h se observo una tendencia a cruzar la linea de cierre de
la herida sin lograr completarse a las 120 h. A su vez, la linea 3T3-L1 tratada con

Caslllia cruza la linea media a las 72 h, y a partir de las 96 h logra el cierre de la

herida.
Tiempo Control Caslllia Cis Control Caslllia Cis
(h) SK-N-SH SK-N-SH SK-N-SH 3T3-11 3T3-11 3T3-11

72

96

120

Figura'l5a. Dinamica de cierre de la herida. Esta figura muestra las imagenes tomadas en tiempos discretos
(24, 48,72, 96 y 120 h) para el andlisis de la migracion celular, las lineas rojas delimitan la zona en la cual se
hizo la herida. (4x).
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Figura 15 b. Células que cruzan la herida. La grafica muestra los resultados obtenidos del conteo de células

que cruzaron la a la zona de la herida Los resultados se presentan.como Media + SD; *P < 0.0001.

Por otra parte, la Figura 16 muestra los resultados de la presencia de PCNA como
marcador de inicio de proliferacion celular. Se puede observar que en ambas lineas
hay presencia de PCNA en las células control; en la linea celular SK-N-SH tratada
con Caslllia no se observa presencia de PCNA a las 24 h y a partir de las 48 h ya
no hay células. También se observa un aumento de la proteina mencionada en las
células tratadas con cisplatino y en el caso de la linea celular 3T3-L1, a partir de las
72 h ya que no se observan las células; por otra parte, la linea 3T3-L1 con Caslllia

muestra aumento en la presencia de PCNA a las 72 h y disminuye a las 96 y 120 h.
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Figura 16.- Presencia de PCNA en el ensayo de la herida. Se observa en color marrén la presencia de PCNA
y como contraste en morado (hematoxilina) el citoplasma; los rectangulos negros corresponden a los tiempos

en los cuales ya no hay poblacion celular para evaluar (40x).

Capacidad de invasividad.- En cuanto a la accién invasiva (Fig. 17) se observo un
aumento progresivo en el nimero de células en relacién con el tiempo; a sus vez
que las células que recibieron tratamiento con Caslllia o Cisplatino no cruzaron la
membrana del transwell. Otro de los factores importantes en la invasividad celular
es la via Wnt/B-catenina de acuerdo a los resultados encontrados (Figs. 18 y 19).
En las condiciones control se ve como a las 24 h, B-catenina tiene una localizacion
perinuclear y a partir de las 48 h no hay presencia de la proteina de interés. En las
celulas tratadas con Caslllia, a las 24 h observamos caracteristicas similares a las
encontradas en las células control; sin embargo, a las 48 h las células tienen un
cambio morfolégico y se observa co-localizacion de Faloidina y 3-catenina, y a partir
de las 72 h, se ve una reduccion significativa del numero celular y anicamente se
observa presencia de B-catenina. Por otra parte, en las células tratadas con

cisplatino se puede observar la presencia de Faloidina y DAPI a las 24h y a partir
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de las 48 h, unicamente se identifica B-catenina; sin embargo, la proteina va

disminuyendo su presencia de forma dependiente del tiempo.

Por ultimo, en la evaluacion del ciclo celular se observa en las Figuras 20 a 25, una
tendencia en ambas lineas celulares a permanecer en la fase GO-G1 del ciclo
celular. De forma especifica, a las 24 y 48 h (Figs. 20 y 21), se observa en las
gréficas que la cantidad de células que pasan a G2-M es similar en la linea celular
3T3-L1 en condiciones control y en las tratadas con Cis. A las 72 h (Fig. 22) ambas
lineas celulares tratadas con Caslllia, mantienen el 100% de su poblacién en la fase
Go-G1, y en el caso de la linea celular 3T3-L1 tratada con Cis se observo una
drastica reduccion de la poblacién celular la cual no pudo ser detectada por el
equipo. Por otra parte, a las 96 h (Fig 23) se observo que en la linea celular 3T3-L1
la poblacién control y la tratada con Caslllia estan pasando a G2-M en un nimero
similar. A las 120 h (Fig. 24) se observa que la linea celular 3T3-L1 tratada con
Caslllia mantiene el 100% de su poblacién enla fase GO-G1, y en el caso de la linea
SK-N-SH tratada con Cis, podemos observar como su poblacién se ubica en la fase
GO0-G1 y son pocas las células que logran concluir el ciclo celular en comparacién
con los tiempos anteriores. Por ultimo, a las 144 h (Fig. 25) existe un alza en el
namero de células que estan logrando finalizar el ciclo celular en este tiempo. Por
otra parte, cabe sefalar que en el caso de la linea celular SK-N-SH tratada con
Caslllia hubo una baja significativa en la poblacion, por lo cual no fue posible la

lectura en el equipo
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Tiempo  Control Caslllia Cis Control Caslllia Cis
(h) SK-N-SH SK-N-SH SK-N-SH 3T3-L1 3T3-L1

24

120

Figura 17 a. Dinamica de invasividad. En las células control en ambas lineas se observa un
aumento progresivo de células en relacion con el tiempo. Mientras que las células tratadas con

Caslllia o Cisplatino no cruzaron la membrana del transwell. (4x),

Conteo celulardelensayo de transwell

100 1
-® Control SK-N-SH

¥ control 3T3-L1
50

Tiempo (h)

# de celulas

Figura 17 b. Dinamica de invasividad. En la gréafica se encuentran los datos del nimero de células

que atravesaron a membrana (24 h) en relacién con el tiempo.
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Figura 18.- Translocacién nuclear de B-catenina en la linea celular SK-N-SH. En color rojo se observa el

marcador del citoplasma (Faloidina), en color azul se observa el nicleo (DAPI) y en verde se observa B-catenina.
El analisis de las imagenes en el microscopio de fluorescencia se realizé en un plano x-y por tal motivo no es

posible ver los tres marcadores en la misma imagen. (20x).
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Figura 19.- Translocacion nuclear de B-catenina en la linea celular 3T3-L1 En color rojo se observa el

marcador del citoplasma (Faloidina), en color azul se observa el nicleo (DAPI) y en verde se observa 3-catenina.
El analisis de las imagenes en el microscopio de fluorescencia se realizé en un plano x-y por tal motivo no es

posible ver los tres marcadores en la misma imagen. (20x).
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Figura 20.- Grafica de ciclo celular a las 24 h. En la gréfica se observa la distribuciéon de acuerdo a la linea

celular, la fase del ciclo celular y el tratamiento. Los resultados se presentan como Media + SD; *P < 0.0001.
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Fases del ciclo celular

Figura 21.- Gréfica de ciclo celular a las 48 h. En la grafica se observa la distribucion de acuerdo a la linea

celular, la fase del ciclo celular y el tratamiento. Los resultados se presentan como Media + SD; *P < 0.0001.
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Figura 22.- Gréfica de ciclo celular alas 72 h. En la grafica se observa la distribucion de acuerdo a la linea

celular, la fase del ciclo celular y el tratamiento. Los resultados se presentan como Media + SD; *P < 0.0001.
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Figura 23.- Gréfica de ciclo celular alas 96 h. En la gréfica se observa la distribucion de acuerdo a la linea

celular, la fase del ciclo celular y el tratamiento. Los resultados se presentan como Media + SD; *P < 0.0001.
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Figura 24.- Gréfica de ciclo celular alas 120 h. En la grafica se observa la distribucion de acuerdo a la linea

celular, la fase del ciclo celular y el tratamiento. Los resultados se presentan como Media + SD; *P < 0.0001.

144H

Bl Control SK-N-5H
Caslllla SK-N-SH

Hl Cls SK-N-SH

B Control 3T3-11

Hl Caslllla 3T3-L1
Cls 3T3-L1

% de celulas
- =]
= =

P
=]

ﬂ‘\ =] &mg

Fases del ciclo celular

Figura 25.- Grafica de ciclo celular alas 144 h. En la grafica se observa la distribucién de acuerdo a la linea

celular, la fase del ciclo celular y el tratamiento. Los resultados se presentan como Media + SD; *P < 0.0001.
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7.- DISCUSION

El tratamiento para el Neuroblastoma de alto riesgo ha tenido grandes avances; sin
embargo, estos no son suficientes ya que los pacientes que se encuentran dentro
de esta clasificacion contintan teniendo un prondéstico pobre con una supervivencia

a largo plazo menor al 50% (3).

De los pacientes que sobreviven, el 54% presenta reacciones adversas
relacionadas con el tratamiento que les fue administrado, y.entre los dafios se
encuentran problemas enddcrinos asi como dafio renal y hepatico (29). Por tal
motivo, el andlisis de los agentes quimioterapéuticos en células sanas ademas de
las células tumorales es importante. Es asi que en este proyecto de investigacion
se trabajé con la linea celular 3T3-L1 de fibroblastos de ratén que son células sanas
de crecimiento acelerado, asi como con la linea celular tumoral de neuroblastoma
SK-N-SH. Entre los resultados obtenidos encontramos que después de 24 h de
tratamiento con Caslllia las células sanas requieren una dosis mayor para llegar a
su CLso en comparacion con el Cisplatino. Lo contrario sucede en las células
tumorales en las cuales es necesaria una dosis mayor de Cisplatino; por otra parte
la Caslllia tiene un efecto citostatico similar en las lineas celulares con las que se
trabajé sin embargo la linea 3T3-L1 logra recuperarse del tratamiento esto se
observo en el ensayo de la herida y en la evaluacion del ciclo celular, lo cual no
sucede en las células tratadas con Cisplatino; por lo cual se infiere que hay

selectividad tumoral, aunque se desconoce el mecanismo por el cual actia.

Si bien la selectividad tumoral es importante, no se deben perder de vista los efectos
gue tienen sobre las células tumorales que son el principal foco de atencion. La
transicion epitelio-mesénquima es un proceso importante para la adquisicion de la
motilidad celular y con ello se favorece la supervivencia celular (37,38). Para que

esto sea posible es necesaria la expresion de N-cadherina la cual ya ha sido
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reportada en la linea celular SK-N-SH (39) sin embargo de acuerdo a nuestros
resultados se encuentra ausente (Figs. 13 y 14) lo cual coincide con lo reportado
previamente por nuestro grupo de trabajo respecto a las cadherinas en tiempos
cortos, y que se mantiene a largo plazo (40). Aunado a esto, otros grupos de
investigacion han encontrado cambios significativos en la morfologia - celular
asociados a la disminucion en la presencia de proteinas citoesquéleticas y de forma
especifica en la actina, asi como en las uniones epiteliales lo cual relacionaron a
una regulacion positiva de vimentina, ambas asociadas a una capacidad invasiva

significativamente mayor (37,38).

Sin embargo, encontramos aumento en la expresion de E-cadherina en las células
tratadas con Caslllia a pesar del cambio morfolégico de las células (indicativo de la
pérdida de adhesién). Lo cual indicaria que los factores de transcripcion tales como
TWIST, ZEB y SNAI que activan la acumulacion de marcadores mesenquimales
como vimentina y N-Cadherina, a la par que reprimen los marcadores epiteliales
como la E-cadherina (37,38) no se estan expresando en las células de NB tratadas
con Caslllia lo que puede llevar a las células a la muerte por pérdida de adhesion
debido a que no se lleva a cabo la TEM. Esto concuerda con lo identificado en las
células tratadas con Caslllia ya que pierden por completo la capacidad de migracién
después de 48 h, tiempo en el que ya no se encuentra ninguna célula. Lo cual a su
vez podria asociarse con dificultad para generar resistencia a la Caslllia por parte
de las células tumorales, favoreciendo el tratamiento de los pacientes ya que la
resistencia a farmacos es uno de los problemas centrales en la administracion de
tratamientos(4), como lo muestran estudios realizados sobre la resistencia a
farmacos y en especifico al Cisplatino los cuales reportan que en los casos donde
el tumor presenta regresion, este quimioterapéutico pierde efectividad ya que las
células generan resistencia asociada con el aumento de mecanismos de reparacion

del DNA, acumulacion celular alterada y aumento de la inactivacion del farmaco (5).
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Por ultimo un factor importante a evaluar en cuanto a la invasividad celular es la via
Wnt/B-catenina la cual contribuye a la malignidad de células cancerosas (41) y que
al encontrarse bloqueada, compromete la viabilidad celular en lineas de NB (42).
De acuerdo a los resultados encontrados, no hay presencia de B-catenina en las
células que recibieron tratamiento con Caslllia, lo cual puede estar relacionado
principalmente con dos factores: primero la falta de expresiéon de la proteina B-
catenina puede estar asociada a los tiempos de medicidén que se tomaron (42) y el
segundo factor puede ser la presencia de Gsk3p, la cual pudo formar el complejo
de destruccién y de este modo evitar la presencia de B-catenina, y con ello su

traslocacion nuclear (41).

Por otra parte, se ha encontrado que TRIM59 es una proteina que regula
positivamente la via de sefalizacion Wnt / 3-catenina y al estar inhibida, se favorece
la degradacion de B-catenina disminuyendo la proliferacion celular (42). Si bien
TRIM59 no fue evaluada en este proyecto, los resultados obtenidos coinciden con
lo encontrado en la evaluacién del ciclo celular. Aunado a esto, se pudo observar
que las células de NB que recibieron tratamiento con Caslllia se mantienen
principalmente en la fase GO0-G1 del ciclo celular lo cual esta asociado a la
resistencia a los agentes quimioterapéuticos (10). Sin embargo, a pesar de ser un
proceso ya reportado en otros tratamientos, lo significativo en el caso de las células
tratadas con Casiopeinas es que se presenta a las 72 h, e incluso a las 144 h el
volumen celular es tan reducido en las muestras (menos de 500,000 células) que el
citometro-de flujo no puede realizar la lectura, lo cual podria indicar que existe cierto
mecanismo por el cual la Caslllia sigue actuando en las células a tiempos

prolongados como lo hace a tiempos cortos(33,36).

8.- CONCLUSIONES
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La administracion de Caslllia en dosis Unica, tiene un efecto citostatico en tiempos

prolongados impidiendo la transicion epitelio-mesénquima, y como resultado inhibe

la capacidad de migracion e invasividad en un modelo in vitro de células de

neuroblastoma, ademas de presentar selectividad tumoral respecto a células sanas

de crecimiento acelerado, aunque aun se desconoce el mecanismo completo porel

cual actla.
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