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RESUMEN

El Neuroblastoma (NB) es el tumor extra-craneal mas frecuente en infantes correspondiente
al 15% de muertes por cancer infantil. La amplificacién del oncogén N-MYC es el factor
pronodstico independiente con mas relevancia en el NB y junto con la metéstasis se
presentan en pacientes de alto riesgo. Solo el 30% de estos pacientes responden a un
tratamiento multimodal el cual comtinmente es utilizado en este tipo de cancer.

En la blsqueda de nuevos tratamientos contra el cancer nacen las Casiopeinas®, una
familia de mas de 100 compuestos coordinados de cobre(Il). Se sabe que estos compuestos
presenta selectividad tumoral y lleva a las células a una sobreproduccion de especies
reactivas de oxigeno (ERO), lo que genera una permeabilizacion de la membrana
mitocondrial y como resultado final la muerte celular por apoptosis. No obstante, hasta el
momento no se ha investigado el efecto que estos compuestos puedan tener sobre N-MYC'y
TP53, ambas moléculas estan involucradas en la proliferacion celular y en la sefializacion
de la muerte celular. En este estudio se muestra que la Casiopeina Illia genera una
disminucién de la presencia de moléculas involucradas en la proliferacion celular y causa

un aumento de moléculas involucradas en el arresto del ciclo celular en células de NB.

Palabras clave: Casiopeina Illia; Neuroblastoma; N-MYC; TP53; Muerte Celular



ABSTRACT
The Neublastoma (NB) is the most frequent outer-cranial tumor in childhood and it

corresponds to 15% of child cancer deaths. N-MYC amplification is the most relevant
independent prognostic marker of high-risk NB also as metastasis behavior. Only the 30%
of these high-risk tumors respond to a multimodal treatment usually used in cancer.

In the search for new cancer drug therapy, the Casiopeinas ® has arisen, a family of more
than 00 compounds coordinated with active copper (II) center. It is well known that these
compounds exhibit a tumor selectivity along the treatment and it take the cells to an over
production of reactive oxygen species (ROS), which generates a mitochondrial membrane
permeabilization and apoptosis as final result.

To our known, there is not had been a paper or report in which the role of N-MYC and TP53
has been explored after Cas Illia treatment in NB cell lines. In this study we show that after
Cas Illia treatment, the molecules involved in cell death regulation has an over expression
and the molecule involved in cell proliferation showed a repression after the treatment in

NB cell line SK-N-SH



ANTECEDENTES

Blastomas en infantes

El ntmero de pacientes pediatricos con tratamiento exitoso contra el céncer ha
incrementado a un 80% en las ultimas décadas; sin embargo, continua liderando la primera
causa de muerte infantil en nifios mayores de un afio (Grobner et al., 2018). Los blastomas
son un grupo heterogéneo de neoplasias primitivas en las cuales los tumores estan
compuestos de células inmaduras e indiferenciadas. Estos tumores se localizan
predominantemente en tejidos en desarrollo de nifios menores a los cuatro afos, y se ha
propuesto que provienen de células embrionarias que no se desarrollaron normalmente (Oh

etal.,2019).

La transformacion de las células normales a malignas se debe a una acumulacion de
alteraciones genéticas (Colegio ef al., 2012). En las neoplasias malignas que se presentan
en nifios se presentan en promedio 14 veces menos alteraciones genéticas que en los
tumores de adultos Algunos ejemplos de blastomas en nifios incluyen al nefroblastoma o

tumor de Wilms, retinoblastoma, hepatoblastoma y neuroblastoma (NB) (Oh et al., 2019).

Neuroblastoma

EINB

es el tumor solido extracraneal mas comun de la infancia y deriva de las células de la cresta
neural durante el desarrollo embrionario (Tonini and Capasso, 2020), siendo las células
precursoras de Schwann (SCP) y las simpato-adrenales (SA-NCCs) sus potenciales células
de origen (Delloye-Bourgeois and Castellani, 2019). Su incidencia clinica es

aproximadamente de 1 en 7,500 casos (Rich and La Quaglia, 2012).

El NB se diagnostica generalmente antes de los 5 afios (Ferrucci et al., 2018), representa
aproximadamente el 8% de todos los tumores malignos de la infancia y es responsable de

hasta el 15% de las muertes por cancer en nifios (Irwin and Park, 2015). Una vez que se



presenta el NB puede seguir varias rutas: una regresion espontanea, diferenciacion por
maduracion del NB a ganglioneuroma (GN) benigno, o una rapida progresion hacia un

tumor maligno a menudo resistente a tratamientos (Rich and La Quaglia, 2012).

El diagndstico del NB se realiza a través de estudios isotopicos y de imagen, analisis de
suero y orina y una evaluacion histoldgica y genética del tejido tumoral. Es importante
aclarar que ningun valor en suero es factor determinante como biomarcador para establecer
un tratamiento o diagndstico sino que se debe realizar una examinacion histoldgica

concluyente (Rich and La Quaglia, 2012).

Entre las caracteristicas del NB, surge la amplificacion de mas de 10 copias del oncogén N-
MYC como el factor pronostico independiente mas importante y que comunmente esta
asociado a un mal prondstico especialmente en nifios mayores a un afio (Ferrucci et al.,

2018).

El NB es clasificado por el Sistema Internacional de Estadios para Neurobastoma (SIEN)

(Tabla 1).



Tablal: Esquema de riesgo tumoral para Neuroblastoma. (Sokol and V. Desai, 2019).

Estadio Edad Categoria . Gradq de. . Aberraciones . Qrupo i
A diferenciacion N-MYC Ploidia riesgo pre
INRG | (meses) Histologica enllq .
del tumor tratamiento
GN madurando; A
L1/L2 GNB muy bai
intermezclado Uy bajo
Cualquiera excepto NA B
L1 GN madurando; muy bajo
GNB
intermezclado Amp K
Alto
D
Cualquiera No bajo
<18 excepto GN NA
madurando; GNB
. G
intermezclado SI . .
intermedio
No E
bajo
L2 Diferenciado NA
Si
GNB nodular; . H .
> 18 Neuroblastoma intermedio
Poco diferenciado Amp
indiferenciado
N
alto
<18 NA Hlper,dlplm F
dia bajo
s 1
<12 NA Diploidia intermedio
12a S J
M <18 NA Diploidia intermedio
H
<18 Amp alto
P
>18 alto
No mu Cba'o
MS <18 Si Q
alto
R
Amp alto

GN = Ganglioneuroma; GNB = Ganglioneuroblastoma; NA = No amplificado; Amp = Amplificado



Terapias cominmente usadas en NB

El tratamiento del NB estd en funcion de su grupo de riesgo (Tabla 2) e incluye una terapia
multimodal con quimioterapia intensa de citoreduccion, cirugia, radioterapia y tratamientos
subsecuentes para la enfermedad minima residual; sin embargo, en la mayoria de los casos

resulta ineficiente (Berlanga, Cafiete and Castel, 2017).

Para pacientes clasificados con factor de bajo riesgo, la escision quirurgica del tumor es
usualmente curativa y se evita el riesgo de dafios secundarios provocados por el uso de
terapias quimicas. Los pacientes con riesgo intermedio son usualmente tratados con cirugia
y quimioterapia. Para un mal prondstico, es decir NB de alto riesgo, es justificable un
tratamiento de régimen intenso que incluye la combinacion de quimioterapéuticos, seguido
cuando sea posible de una escisién quirargica, posteriormente radioterapia para lograr el
control local del tumor y un tratamiento mieloablativo con rescate de médula 6sea ademas

de terapia biologica (Rich and La Quaglia, 2012).

Entre los quimioterapéuticos cominmente administrados se encuentran agentes alquilantes
como ciclofosfamida, melfalan, carboplatino o el cisplatino (Vo ef al., 2014). Este ultimo
compuesto es uno de los quimioterapéuticos mas utilizados, sin embargo, debido a su alta
citotoxicidad causa lesiones en el DNA por su interacciéon con los pares de purinas,
principalmente con el nitrogeno 7 de la guanina (Geurten et al., 2019). Es asi que el
cisplatino interfiere con la replicacion del DNA induciendo apoptosis debido a la
incapacidad reparadora de las enzimas de reparacion del DNA, sin embargo, altos niveles
de p53 en el citoplasma pueden incrementar la resistencia de células cancerosas al

tratamiento con cisplatino (Cao et al., 2020).

Aunque los tratamientos no mejoran la tasa de recuperacion de los pacientes en riesgo alto,
si reducen el tamafio del tumor primario y a menudo liberan a la médula 6sea de células
tumorales. El 40% de los NB de riesgo alto muestran una respuesta completa a

quimioterapias, el 30% de forma parcial y el otro 30% no responde (Rich and La Quaglia,



2012). Cabe mencionar que los pacientes que se encuentran dentro de esta clasificacion
continuan teniendo un pobre prondstico con una supervivencia a largo plazo menor al 50%

(Pinto et al., 2015).

Es asi que en la busqueda de nuevas alternativas quimioterapéuticas surgen las
Casiopeinas® (Cas) (Ruiz-Azuara, L. United States Paten 1992, vol. RE 35, 458; Ruiz-
Azuara, L. United States Patent 1996, vol. 5, 576:326; Ruiz Azuara, L. Mark Tittle
Casiopeinas, Reg. 407543 SECOFI, 1992, 2002), una familia de compuestos coordinados
de cobre(Il) que han mostrado una gran actividad antineoplasica tanto in vitro como in vivo
(Carvallo-Chaigneau et al., 2008; Mejia and Ruiz-Azuara, 2008; Garcia-Ramos et al., 2017;
Vazquez-Aguirre et al., 2019) y que han sido ampliamente estudiadas por nuestro grupo
como una alternativa emergente en el tratamiento del NB. Estudios previos de nuestro
laboratorio han mostrado que en células CHP-212 (células de Neuroblastoma con
amplificacion del oncogén N-MYC) y SK-N-SH (células de Neuroblastoma sin
amplificacion N-MYC) luego del tratamiento con Cas llgly, Illia y IIIEa, ocurre apoptosis
mitocondrial a las 2h y 4h respectivamente (Gutiérrez ef al., 2013; Garcia-Ramos ef al.,

2017).

Apoptosis

La apoptosis es un tipo de muerte celular programada que puede ser iniciada por dos rutas:
la intrinseca y la extrinseca. La via extrinseca requiere de receptores de membrana
denominados “receptores de muerte” como el receptor del factor de necrosis tumoral
(TNFR) y el receptor Fas. Estos receptores de la familia TNF cuentan con un “dominio de
muerte” que le permite al receptor unirse a los adaptadores de proteinas intracelulares que
también contienen el dominio de muerte, por ejemplo: Proteina inactivadora de ribosomas
(RIP), la proteina receptora de factores de necrosis de tumoral tipo 1 asociada a dominio de

muerte (TRADD) y la proteina con domino de muerte asociada al receptor FAS (FADD).



Ademas de sus propios dominios, las proteinas adaptadoras tienen un dominio de muerte
efector que le permite a la proteina adaptadora, unirse al domino reclutador de caspasas
(CARD) para activar caspasas iniciadoras como la caspasa-8 y desencadenar la
sefializacion de apoptosis hasta la caspasa-3 que tiene como resultado final la muerte

celular (Gonzalgo and Meeker, 2012).

Por su parte, la ruta intrinseca se encarga de monitorear al interior de la célula las sefiales
que desencadenan la apoptosis debido a la incorrecta reparacion del DNA o por falta de las
condiciones de supervivencia (Gonzalgo and Meeker, 2012). Esta ruta reside en la
mitocondria, especificamente en el poro de transicion de la permeabilidad mitocondrial
(PTPm), el cual lleva a la liberacion de proteinas pro-apoptdticas hacia el citosol
incluyendo citocromo ¢ (Cyt c), factor de induccion de apoptosis (AIF), segundo activador
de caspasas derivado de mitocondria (SMAC) y endonucleasa G (Endo G). El Cyt ¢ junto
con desoxi-ATP, el factor apoptotico activador de peptidasas 1 (Apafl) y caspasa-9, forman
un complejo llamado apoptosoma lo que lleva a la activacion rio-abajo de la caspasa-3.
Para que haya activacion del PTPm es necesario que ocurra el intercambio de proteinas
apoptoticas como Bax, Bakl y proteinas anti-apoptoticas como la propia Bcl-2 (Thornton

and Hagberg, 2017)-

Moléculas involucradas en la proliferacion y apoptosis

Un incremento o una pérdida en la funcion de un gen (oncogén o genes supresores de
tumores, respectivamente), afectara la proliferacion y regulacion de la muerte celular y
puede guiar a un crecimiento descontrolado de las células. Estas dos categorias de genes y
sus productos de proteinas, representan las caracteristicas funcionales que trasladan la

carcinogénesis a un nivel molecular (Colegio et al., 2012).

Por una parte, el gen 7P53 estd localizado en el brazo largo del cromosoma 17 (17q) y
codifica la fosfoproteina nuclear p53 de 553 KDa y 393 residuos de aminoacidos (Colegio

et al., 2012). La proteina p53 por su parte, contiene un dominio de activacion en la region



N-terminal (TAD) que comprende los aminodcidos 1 al 101; un dominio de unién a DNA
(DBD) en la region central (aminoacidos 102 a 292); asi como un dominio de
tetramerizacion en la regiéon C-terminal (CTD) en los aminoacidos 323 a 356 y un dominio

en el extremo CTD regulador (aminoécidos 360 a 393) (Stiewe and Haran, 2018).

La proteina p53 esta estrictamente regulada por modificaciones post-traduccionales como
fosforilacion y acetilacion, entre otras. Una proteina p53 acetilada o fosforilada se
encuentra estable y transcripcionalmente activa para su rol en la apoptosis (Cao ef al.,
2020). Se han confirmado aproximadamente 300 sitios de union a DNA para p53 (Stiewe

and Haran, 2018).

La ruta habitual que sigue p53 para regular el ciclo celular es mediante el aumento de la
transcripcion de p21, lo que inhibe las ciclinas dependientes de kinasas (cdk) y la
subsecuente fosforilacién de la proteina Rb (retinoblastoma). Una vez liberada Rb, se une
al factor de transcripcion E2F, previniendo que la célula entre a la fase S (sintesis) del ciclo
celular y contintie con la replicacion (Colegio et al., 2012). Otro blanco importante de p53
en el ciclo celular es el gen encargado del arresto del ciclo celular por dafo al ADN alfa
(GADDA45A, por sus siglas en inglés), el cual contiene motivos en su promotor que pueden
reconocer a pS3 para la activacion de su expresion. La proteina Gadd45a interacciona con
el complejo Cdc2/ciclina B1 disociandolo y provocando asi el arresto del ciclo celular en el

punto G2/M (Moskalev et al., 2012).

La presencia de p53 en su forma activada estd mediada por su regulador negativo Mdm?2, la
cual regula la degradacion proteolitica de p53 mediada por ubiquitinacién (Tan, Sobel and
Ha, 2017). El gen MDM? es transcrito de forma regulada por dos promotores diferentes: P1
rio-arriba del ex6n uno y P2 que se encuentra entre los exones 1 y 2. Mientras que el
promotor P1 esta activo de forma constitutiva a niveles bajos, el promotor P2 contiene
sitios de unioén para multiples factores de transcripcion al igual que una region potenciadora

consenso conocida como E-Box (Chen et al., 2010).



La interaccion entre proteinas p53/Mdm2 oculta el dominio transactivador de p53
inhibiendo su efecto y regulacion sobre genes que promueven el arresto del ciclo celular y
la apoptosis (Tan, Sobel and Ha, 2017). Cuando se pierde la interaccion entre las proteinas
p53/Mdm2, los niveles de Mdm2 son regulados de forma negativa por pl14°*F lo cual
provoca la translocacion de Mdm?2 al nucléolo, evitando asi la formacion del complejo

proteico p53/Mdm?2 (Colegio et al., 2012).

La proteina p53 no solo puede promover el arresto del ciclo celular, sino que también puede
inducir la apoptosis y este proceso consta de un balance entre las proteinas pro-apoptdticas
y anti-apoptoticas de la familia Bcl-2. La proteina p53 activa la transcripcion de BAX e
inhibe transcripcionalmente a BCL2 rompiendo dicho balance y dando como resultado la
apoptosis (Colegio et al., 2012; Gonzalgo and Meeker, 2012). La proteina p53 se activa en
respuesta a sefales de estrés de la célula incluyendo el dafio al DNA, sefales de
hiperproliferacion, hipoxia y estrés oxidativo entre otras. En respuesta a éstas sefiales, p53
es desplazado de su regulador negativo Mdm?2, lo que permite su estabilizacion y posterior
activacion (T. Bieging, Spano Mello and D. Attardi, 2014). La expresion de MDM?2 esta
controlada por p53, lo que promueve una autoregulacion negativa manteniendo niveles

bajos de p53 en las células que no tienen sefiales de estrés (Barone et al., 2014).

La funcion clasica de la proteina p53 es actuar como activador de la transcripcion y una vez
estabilizada, se acumula en el nucleo donde eleva la transcripcion de genes pro-apoptoticos
como PUMA, BAX 'y NOXA. La proteina p53 también tiene acciones citoplasmicas a nivel
mitocondrial y puede promover la activacion del PTPm a través de Bax; una vez que p53 es
activada se acumula en el citosol, donde es secuestrada por proteinas anti-apoptoticas como
Bel-xp, (Thornton and Hagberg, 2017). Gracias a la expresion aumentada de PUMA
mediada por p53, esta ultima puede ser desplazada de Bcl-xp permitiendo la activacion de
Bax y promoviendo asi la formacion del PTPm con la consiguiente induccion de la

apoptosis (Fig.1) (Thornton and Hagberg, 2017).
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Figura 1. Regulacion de la apoptosis por pS3 (Green, 2004).

En la mayoria de los canceres, el gen 7P53 se encuentra mutado produciendo un cambio de
aminoacidos, donde de acuerdo a la base de datos universal de mutaciones en TP53
(UMDTPS53 por sus siglas en inglés), el 96% de los casos caen en el dominio de union a
ADN (DBD). Las mutaciones y la tasa de las mismas dependen de la entidad tumoral,
siendo el cancer de ovario severo la entidad con mayor incidencia de mutaciones de p53
(90% de los casos); mientras que el NB es el tumor con el menor porcentaje de mutaciones

con apenas un 5% de casos (Stiewe and Haran, 2018).

Por otra parte, existe la familia de proto-oncogenes MYC que comprende los genes N-MYC
(Linea neural), C-MYC (Linea celular) y L-MYC (de su traduccion en inglés de pulmoén
“lung”), los cuales comparten homologia entre si. El gen C-MYC fue el primero en ser
descubierto como homologo celular del gen transformante del virus mielocitomatoso aviar.
Después se identificaron los genes N-MYC en células de NB y por ultimo, en células de
carcinoma de pulmoén el gen L-MYC (Laurenti, Wilson and Trumpp, 2009; Westermark et
al., 2011). El proto-oncogén N-MYC traduce una proteina de 60-63 KDa, la cual funciona
como factor de transcripcion para genes encargados de regular la proliferacion celular

(Gonzalgo and Meeker, 2012). La proteina N-myc consta de un dominio activador



transcripcional en la region N-terminal (HL4-LeuZipper), un dominio de uniéon a DNA en
la regién C-terminal y un dominio con interaccidon de proteinas. La presencia normal de la
proteina N-myc estd restringida al sistema nervioso central y periférico, rifion, pulméon y
bazo durante el desarrollo embrionario, a diferencia de su proteina pardloga C-myc, la cual
esta presente en una variedad de tejidos sin importar su fase de desarrollo (Bell ef al., 2010;

Westermark et al., 2011).

En el 25% de los casos de NB se presenta amplificacion del oncogén N-MYC, ésta va desde
10 a 500 copias adicionales del oncogén y mas de 10,000 copias del RNAm llevando a
niveles elevados de la proteina N-myc. De forma interesante, la caspasa-8 se ha encontrado
silenciada de forma epigenética en la mayoria de los tumores humanos con N-MYC
amplificado (Westermark et al., 2011). También, se han encontrado altos niveles de
Survivina (Svv) la cual ha sido asociada a la amplificacion de N-MYC. Svv es una proteina
inhibidora de la apoptosis (IAP) y su gen esta localizado en el cromosoma 17q, la cual es

una region alélica ganada frecuentemente en el NB (Bell ez al., 2010).

La proteina N-myc forma un heterodimero con su proteina afin Max, y este complejo se
une a regiones promotoras a través de las secuencias potenciadoras E-box para promover su
activacion (Agarwal et al., 2018). El dimero proteico N-Myc/Max recluta cofactores
transcripcionales como la proteina asociada al dominio de transcripcion (TRRAP), que
junto con acetil transferasas de histonas (HAT’s) forman un complejo que estimula la
acetilacion de histonas llevando a una estructura abierta de cromatina que provee una zona
de anclaje para proteinas adicionales (Westermark ef al., 2011) y con esto funciona como
un potenciador transcripcional de genes encargados del crecimiento, proliferacion,
diferenciacion, biosintesis de proteinas, metabolismo, apoptosis y biogénesis de
mitocondria (Bell et al., 2010; Westermark et al., 2011; Raffeiner ef al., 2014).

A diferencia de N-myc, Max se encuentra presente tanto en células en reposo como en
células en proliferacion (Ferrucci et al., 2018). Raffeiner et al. (2014), donde se observo
que bajos niveles de Max representan un marcador de mejoria de tumores, atin y cuando N-

MYC se encuentre amplificado. La sefializacion de la familia MYC es importante en el



mantenimiento del fenotipo indiferenciado y la inhibicion de N-MYC puede contribuir a

tumores menos agresivos (Westermark et al., 2011)

Mientras que la principal actividad del complejo N-myc/Max es funcionar como
potenciador transcripcional, las proteinas Myc pueden también reprimir la expresion génica
uniéndose a otros factores de transcripcion como la proteina interaccionadora de myc con el
dedo de Zinc-1 (Miz-1 por sus siglas en inglés) y la proteina especifica-1 (Sp-1). Como
consecuencia, inhiben la transcripcion de sus propias proteinas siendo esta ruta por la cual
N-myc puede reprimir muchos reguladores negativos del ciclo celular y genes involucrados
en la adhesion celular como la kinasa-2 asociada a la fase S (SKP2) (Westermark et al.,
2011). Después de que la ruta de p53 se activa, Rb puede actuar de dos formas para arrestar
el ciclo celular: 1) SKP2 es inhibida por RB cuando éste se une a su region N-terminal

kil para inhibir la actividad de CDK vy, 2) a través de la

permitiendo un incremento en p27
represion transcripcional de ciclina A, E y otros blancos de E2F (Figura 2). Los niveles de
SKP2 y E2F se correlacionan con el estado de amplificacion de N-MYC en NB (Bell et al.,

2010).
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Figura 2: Inhibicion del ciclo celular por Rb (Bell ez al., 2010).



Por lo tanto la amplificacion de N-MYC esta ligada con la regulacion del ciclo celular, ya
que diversos estudios han demostrado que N-myc actuia de forma dependiente de p53
disminuyendo los niveles de p21V*", y por un mecanismo independiente de p53 afecta el
punto de control G; logrando el arresto del ciclo celular en células sin estrés. Se ha
observado que N-myc es incapaz de lograr el arresto celular después del daiio en el DNA
por si sola, pensando que hay rutas alternativas por las cuales ejerce esta accion (Bell et al.,

2010).

.Como se relacionan los genes TP53 y N-MYC?

Diversos estudios han demostrado que la proteina N-myc afecta el punto de control de G; a
través de mecanismos tanto dependientes como independientes de N-myc. Asi, N-myc se
une a la region P2 en el promotor de MDM?2 para aumentar su expresion y de esta manera,
la sobre-expresion de N-MYC atentia la actividad de p53 como proteina al incrementar los
niveles de su proteina afin Mdm?2, previniendo asi el arresto en G; como respuesta al dafio
al DNA (Bell et al., 2010).

El gen TP53 tiene una region no-canonica en su promotor de secuencia E-box, region a la
cual N-myc se puede unir directamente, siendo el gen 7P53 un blanco directo de
transcripcion de la proteina N-myc en el NB. Se ha observado una relacion entre la
expresion de TP53 y la de N-MYC en el NB, dando por entendido que la amplificacion de
N-MYC aumenta la expresion de 7P53 en este tumor (Bell et al., 2010).

Argawal et al. (2018), demostraron que altos niveles de N-MYC alteran la actividad
transcripcional de p53 sobre-expresando genes reprimidos y reprimiendo genes sobre-
expresados. Ademads, demostraron que existe una interaccion proteina-proteina de N-myc
con p53 y que la formacion de este complejo reprime la funcion de p53 para inducir la
apoptosis y por lo tanto, promueve la progresion del ciclo celular y con ello la

proliferacion.



JUSTIFICACION
El Neuroblastoma causa el 15% de muerte infantil y presenta una importante tasa de
resistencia a tratamientos convencionales ya que el 60% de los NB de alto riesgo no
responden de forma adecuada. Se ha comprobado que la Casiopeina® Illia induce apoptosis
mitocondrial de células de NB con y sin amplificaciéon de N-MYC. La via de sefializacién
N-myc y p53 ha sido ampliamente estudiada en NB como posible blanco terapéutico por su
importancia en la proliferacion y muerte celular. Hasta la fecha no se tienen antecedentes
de como el tratamiento con Casiopeina® Illia afectara la relacion de las proteinas N-myc y

p53 en células de NB.

HIPOTESIS
El tratamiento con Casiopeina Illia aumentard la presencia y reactivara su funcion como
factor de transcripcion de la molécula pro-apoptédtica 7P53 y disminuira la presencia de la

molécula involucrada en la proliferacion celular N-MYC en lineas celulares de NB.

OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto del tratamiento con Casiopeina Illia sobre las moléculas 7P53 y N-

MYC en células de NB.

OBJETIVO ESPECIFICOS
1. Medir la expresion de los genes N-MYC'y TP53 en células de NB tratadas con
Casiopeina Illia.
2. Determinar la expresion del gen blanco de p53 GADD45A4 en células de NB
tratadas con Casiopeina Illia.
3. Comprobar el efecto del tratamiento con Casiopeina Illia en el ciclo celular en

células de NB.



MATERIAL Y METODOS
Localizacion del estudio
Laboratorio de Biomedicina Interdisciplinaria, Facultad de Ciencias Naturales, Universidad
Autonoma de Querétaro. Avenida de las Ciencias S/N, Juriquilla, Delegacion Santa Rosa

Jauregui. C.P. 76230, Querétaro, México.

Diseio

Estudio experimental in vitro.

Poblacion de estudio
= (C¢lulas de Neuroblastoma del linaje SK-N-SH (sin amplificacion del oncogén

N-MYC).

Tamarno de la muestra
Cada condicion experimental se realizo por triplicado (n=3).

Dividido en 3 grupos.

Criterios de inclusion

Placas de células con una confluencia mayor del 80% de la linea celular SK-N-SH.

Criterios de exclusion

Aquellas cajas Petri que contengan células con contaminacion.

Criterios de eliminacion
Muestras de células que presenten caracteristicas fuera de los parametros requeridos por la

investigacion.



CULTIVO CELULAR

Se realiz6 la expansion de la linea celular de Neuroblastoma SK-N-SH (sin amplificacion
del oncogen N-MYC) en medio Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM, Sigma Chemical
Co, St. Louis, MO, EUA), suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) y 100 U/ml
de estreptomicina y penicilina. Las células se mantuvieron en incubadora con condiciones
estandar de cultivo: CO, al 5%, 37°C y humedad constante. Se realizaron 3 experimentos
por separado en la linea celular: 1) Células tratadas como control positivo con la CLs, de
Cisplatino por 4h; 2) Células tratadas con la CLso de Casiopeina® IIlia, por 4h; 3) Grupo
control sin tratamiento. Las concentraciones de los tratamientos empleados se obtuvieron a

partir de Gutiérrez, et al., (2013) (Tabla 2).

Tabla 2 Grupos experimentales y sus tratamientos

Linea Celular Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
(CLsy) Cisplatino (CLsp) Cas Illia
Control
SK-N-SH 37ug/mL 31pg/mL

(Sin tratamiento)

(CLs determinadas por Gutiérrez et al., 2013).

El Cisplatino se obtuvo de Sigma (No. Cat. P4394-1G, Merk KGaA, Missouri, EUA), y la
Casiopeina Illia fue donada por la Dra. Lena Ruiz Azuara de la Facultad de Quimica de la

UNAM.

EXTRACCION DE RNA

Partiendo de 5 x 10° células de cada uno de los grupos experimentales, se realizd la
extraccion de RNA. Posterior al tratamiento, las células fueron desprendidas de la caja Petri
con tripsina al 0.25% (GIBCO No. Cat. 27250-018, Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, EUA) por 2 min, centrifugadas a 2,500 rpm por 10 min a temperatura
ambiente y resuspendidas con 1ml de TRIreagent® (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA). La

extraccion se realizd mediante columnas de afinidad con el kit Direct-Zol RNA miniprep



(Zymo Research, CA, EUA), de acuerdo a las instrucciones del proveedor. La
concentracion y pureza del RNA fueron evaluadas por Nanodrop'™ One (Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, EUA) (Tabla 3). El cDNA fue obtenido con el kit High Capacity
cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, CA, EUA) de acuerdo a las
instrucciones del proveedor, la concentracion y pureza del RNA fueron evaluadas por

Nanodrop™ One (Tabla 3).

Tabla 3: Concentraciones de RNA y cDNA de muestras utilizadas.

Muestra Condicion [ng/nL] 260/280 (u*) 260/230 (u*)
RNA Sin tto 1926.2 2.64 2.25
Cisplatino 106.7 1.92 1.97
Cas Illia 279.8 1.98 2.12

Muestra Condicion [ng/pL] 260/280 (u*) 260/230 (u*)
cDNA Sin tto 640.8 1.82 2.46
Cisplatino 324.9 1.84 2.33
Caslllia 422.8 1.85 2.25

u*= Unidades relativas de medida; Sin tto= sin tratamiento.

RT-PCR CUANTITATIVA

La expresion relativa de los genes N-MYC, TP53 y GADD454 fue determinada con una
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) cuantitativa (QPCR) en tiempo real, con el kit
Maxima SYBR Green/ROX qPCR (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA),
usando al gen que codifica para la proteina ribosomal 60S 132 (RPL32) como gen de
referencia. Los primers utilizados (Tabla 4) fueron sintetizados por la Unidad de Sintesis de
Oligonucleodtidos y Secuenciacion de DNA del Instituto de Biotecnologia (UNAM,
México) y se usaron a una concentracion de 10nM. La reaccion de qPCR fue generada con
el equipo StepOnePlus™ (Applied Biosystems, CA, EUA) y para todos los genes se usaron
las condiciones de reaccion: 95°C por 15 seg, 60°C por 30 seg, 72°C por 30 seg por 40



ciclos. La concentracion de cDNA para cada muestra fue de 50ng/mL. Por ultimo, se hizo
un analisis semicuantitativo de la expresion génica mediante el método de Ct (ciclo umbral)

comparativo (2.

Tabla 4: Primers utilizados para la qPCR de SK-N-SH

Tamafo
Referencia
Gen Secuencia Tm (pb)
bibliografica
amplicon

Forward:

5'- CACATTCACCATCACTGTGCG-
3 ’

N-MYC | Reverse: 60°C 281 Disefio propio

5" - GGATGTTGTGGTTTCTGCGAC-
3 ’

Forward:5' -
CCTCAGCATCTTATCCGAGTGG -
3

P53 Reverse:5'- 60°C 128 Sola et al., 2020

TGGATGGTGGTACAGTCAGAGC -
3

Forward:5" -
GAGAGCAGAAGACCGAAAGGA -

GADD45A4 | 5 60°C 178 Mlakar et al., 2019

Reverse:5’ -
CACAACACCACGTTATCGGG - 3°

Forward:
RPL32 5’AAGGGCCAGATCTTGATGCC-3’ 60°C 233 Diseﬁo propio
Reverse: 5°-

GCATTGGGGTTGGTGACTCT-3’

CICLO CELULAR

A partir de 5x10° células para cada condicion experimental, las células fueron desprendidas
de la caja Petri con tripsina, centrifugadas a 2,500 rpm por 10 min a temperatura ambiente y
resuspendidas con Iml de PBS al 1% en tubos eppendorf. De cada tubo se obtuvieron
200uL de células resuspendidas para después centrifugarlas nuevamente a 2,500 por 10
min. El sobrenadante fue descartado, colocado en etanol helado al 70% e incubado por 3 h
a -20°C. Posterior a eso, se realizé un lavado con PBS al 1% y se centrifugd nuevamente.

Se anadieron 200uL del kit Cell Cycle (Luminex, TX, EUA) a cada tubo, incubandolos por




30 min en oscuridad antes de ser leido en el equipo Guava® MUSE® Cell Anylzer de
(Luminex, TX,EUA).

ANALISIS ESTADISTICO

Todas las metodologias descritas se efectuaron por triplicado y los datos se analizaron
mediante ANOVA de una via. Los resultados se presentan como Media + Desviacion
estandar con una P < 0.05. Los grupos que presentaron diferencias entre sus medias fueron
evaluados con una prueba estadistica Post Hoc de TUKEY y Dunnett’s para encontrar
diferencias entre los grupos. Se uso el programa GraphPad Prism en su version 7.00. Los
datos estadisticos fueron incluidos en las graficas con la libreria “ggplot2” del lenguaje de

programacion R (rproject.org) y la interfase RStudio v.1.4.1106.

RESULTADOS

La Casiopeina IIlia promueve cambios morfolégicos y en las células SK-N-SH

Se analizo a través de microscopia invertida las células SK-N-SH con el objetivo 40x el
efecto del Cisplatino y la Casiopeina Illia sobre la adhesion de las células a la placa a
través de sus proyecciones clasicas. Se observo que luego de 4h del tratamiento con
Cisplatino (37ug/mL), las celulas SK-N-SH presentan acortamiento de sus proyecciones sin
desprendimiento de la placa de cultivo. En cambio, la Casiopeina Illia (31pug/mL) por 4h
promovio que aproximadamente el 50% de las células no estuvieran adheridas a la placa y
el resto de las células presentaron una retraccién evidente en sus proyecciones Figura 3.
Esto sugiere que el tratamiento con 31ug/mL de Cas Illia tiene un efecto citotdoxico sobre

las células tumorales SK-N-SH.



Figura 1: Imagenes de microscopia invertida de la linea celular SK-N-SH. En A) se muestran células

contol (sin tratamiento), en B) se observan células tratadas con Cisplatino (37pug/mL) y en C) se muestran
células tratadas con Casiopeina IIlia (31ug/mL), ambas por 4h. Las flechas indican proyecciones

conformacionales de las células de NB para cada condicion experimental en un aumento de 40X.

La Casiopeina Illia muestra un efecto sobre genes involucrados en la proliferacion y
el arresto del ciclo celular.

Para observar el efecto del tratamiento con Cas IIlia sobre los transcritos de los genes
involucrados en la proliferacion y la muerte celular se realiz6 una PCR cuantitativa en
tiempo real, obtuvimos los datos crudos de umbral de ciclos (Ct) de PCR, los cuales
después del analisis semicuantitativo de la expresion génica mediante el método de Ct

comparativo (244"

), mostraron que los primers elegidos y disefiados pueden ser utilizados
bajo las condiciones experimentales establecidas, debido a que mostraron una desviacion
estandar menor a una unidad. De la misma forma, no se encontrd amplificacion en muestras
control sin templado (NTC por sus siglas en ingles “Non template control”) y una ct mayor

(Figura 2).
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Figura 2: Datos de ct crudos de primers utilizados. Se muestran los valores crudos de ct obtenidos para

cada par de primers en las tres condiciones experimentales: A) RPL32 como gen de referencia; B) N-MYC; C)

TP53; D) GADD45A4.

Después, utilizando los mismos primers y metodologia analizamos los genes de interés,

donde mostramos que la expresion relativa del gen N-MYC involucrado en la proliferacion

celular, se encontraba disminuida de forma significativa para ambos tratamientos (****

p>0.0001) en comparacion con el grupo control sin tratamiento (Figura 3),
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Figura 3: Expresion relativa diferencial de N-MYC. Observamos los datos graficados de ct analizados de
forma semicuantitativa para la expresion de N-MYC en sus tres condiciones: SK-N-SH sin tratamiento

(Control); Cisplatino (37ug/mL); Cas IIlia (31pg/mL).

A su vez, observamos un aumento significativo de la sobre-expresion relativa de 7P53 para
ambos tratamientos, Cisplatino **p=0.0041 y Casiopeina Illia *p>0.0475, en comparacioén

con el grupo control sin tratamiento (Figura 4).
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Figura 4: Expresion relativa diferencial de 7P53. Observamos los datos graficados de ct analizados de
forma semicuantitativa para la expresion de 7P53 en sus tres condiciones: SK-N-SH (células sin tratamiento);

Cisplatino (37 pg/mL); Cas I1lia (31 pg/mL).

La sobre-expresion de 7P53 no tuvo efecto en la expresion de GADD45A.

Después de visualizar un aumento en la expresion del gen 7P53, quisimos averiguar si esta
sobre-expresion podria tener efecto en la expresion del gen blanco de p53 GADD454. La
proteina Gadd45A estd involucrada en el arresto del ciclo celular, especificamente en la
Fase G2/M. La PCR cuantitativa en tiempo real del gen GADD454 mostrdé que solo el
tratamiento con Cisplatino (37 pg/mL) tuvo un efecto en la expresion de GADD454 al
encontrarse sub-expresado de forma significativa (*p > 0.0374) en comparacion con el
grupo control sin tratamiento. Con la Casiopeina Illia observamos el mismo

comportamiento aunque no fue significativo (Figura 5).
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Figura S: Expresion relativa diferencial del gen GADD45A4.Imagen que muestra la expresion relativa
diferencial en veces de cambio del gen GADD454 para las 3 condiciones: SK-N-SH sin tratamiento (Control);

Cisplatino (37 pg/mL); Cas IIlia (31 pg/mL).

Efecto de la Casiopeina Illia sobre ciclo celular

Para confirmar si el tratamiento con Casiopeina Illia tenia efecto sobre el ciclo celular
incluso a falta de expresion de GADD45A4, realizamos un andlisis por citometria de flujo
(Guava ® Muse® Cell Analyzer, Texas, EUA). Los datos crudos de los porcentajes de
células en cada fase del ciclo celular, fueron analizados mediante una ANOVA de dos vias.
Aquellos datos que mostraron diferencias significativas entre sus medias fueron analizados
por una prueba post hoc de Dunnet. Los datos mostraron una diferencia significativa en el
aumento del porcentaje de células en la fase G0/G1, tinicamente después del tratamiento
con Casiopeina Illia (*p = 0.0257) y una disminucion significativa del porcentaje de células
en la fase S del ciclo celular (*p = 0.0396). Tampoco observamos una diferencia
significativa del porcentaje de células en la fase G2/M entre los tratamientos. Igualmente,
no encontramos diferencias significativas cuando comparamos cada tratamiento con el

grupo control de células sin tratamiento (Figura 6).
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Figura 6: Porcentaje de células de NB en las diferentes fases del ciclo celular: Imagen que muestra el
porcentaje de células en las etapas del ciclo celular GO/G1, S y G2/M para las células SK-N- SH en las 3

condiciones. C: control (sin tratamiento); Cisp: Cisplatino (37 pg/mL); Cas Cas Illia (31 pg/mL).

DISCUSION

La amplificacion del oncogén N-MYC es el factor independiente con mas relevancia en el
NB y la disminucién o aumento de la presencia de esta molécula otorga al paciente un
prondstico de supervivencia (Westermark et al., 2011). La Casi Illia se encuentra en Fase

clinica I y ha arrojado resultados prometedores debido a que las lineas celulares y los



modelos animales, han sufrido apoptosis mitocondrial luego del tratamiento con Cas Illia
(Carvallo-Chaigneau et al., 2008; Mejia and Ruiz-Azuara, 2008; Garcia-Ramos et al., 2017;
Viazquez-Aguirre et al., 2019). Hasta el momento, no existen reportes donde se demuestre
el efecto de este tratamiento sobre los genes N-MYC'y TP353.

Como primera instancia, observamos el efecto del tratamiento con la concentracion letal
media de la Cas Illia sobre la linea celular de Neuroblastoma SK-N-SH, bajo microscopio
invertido donde claramente podemos ver un mayor efecto del tratamiento experimental
sobre la morfologia y prolongaciones celulares en comparacion con el tratamiento con
Cisplatino en las células SK-N-SH, las cuales han sido reportadas previamente como
resistentes a este farmaco (Garcia-Ramos et al., 2017). Es importante resaltar la
selectividad tumoral de la Cas Illia donde observamos que es necesario adicionar una dosis
menor (31pg/mL) de Cas Illia para alcanzar a su concentracion letal media de células SK-
N-SH en comparacion del tratamiento con Cisplatino (37ug/mL) (Tabla 3). Este
experimento se realizd con la [CLsg] de cada tratamiento aun que seria interesante evaluar
el efecto citotoxico y a nivel molecular de los tratamientos a la misma concentracion con el
fin de contrastar de forma correcta el efecto citotdoxico que se observa en la linea celular
SK-N-SH.

Para conocer el efecto del tratamiento de la Cas Illia sobre los genes de nuestro interés
TP53y N-MYC relacionados con la apoptosis y la proliferacion celular respectivamente, en
células SK-N-SH, se visualizaron los datos de una PCR cuantitativa en tiempo real con los
primers obtenidos de literatura (Mlakar et al., 2019; Sola et al., 2020) y los restantes
disefiados por  nosotros a través de la plataforma  primer-blast
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) (Tabla 4). Estudios anteriores han
establecido altos niveles de N-MYC en 7 lineas celulares de Neuroblastoma, no obstante,
reportaron a las células SK-N-SH sin sobreexpresion ni amplificacion del oncogén N-MYC
(Lee et al., 2019). Nosotros concordamos con estos datos al encontrar la expresion relativa
de N-MYC en niveles de ct muy cercanos a la expresion basal.

Por una parte, demostramos que el grupo tratado con 31pug/mL de Cas Illia produce
disminucién en la expresion de N-MYC casi una vez en comparacion del control sin

tratamiento, esta disminucion podria significar a su vez una disminucién en la presencia de



la proteina final y con esto tumores menos agresivos (Westermark et al., 2011). Futuros
experimentos en la busqueda de la proteina N-myc deberian realizarse para confirmar la
disminucién de la presencia de la proteina al igual que de su respectiva expresion del gen
luego del tratamiento con Cas Illia. Este efecto de disminucidon también fue reportado para
el grupo tratado con 37ug/mL de Cisplatino y seria interesante también corroborar la
presencia disminuida de la proteina luego del tratamiento. Si bien no se observa una
diferencia significativa entre los tratamientos de Cisplatino y Cas Illia, corroboramos que el
tratamiento con Cisplatino y Cas Illia tiene un efecto inhibitorio en la expresion del

oncogén N-MYC

Por otra parte, la expresion relativa de 7P53 para ambos tratamientos resulté en una sobre-
expresion de casi 3 veces de cambio para el Cisplatino después de 4 h y aproximadamente 2
veces para la Cas Illia, en comparacion con el grupo control sin tratamiento. Estos
resultados concuerdan con Jiang and Dong (2008), que reportan que el Cisplatino eleva la
expresion de TP53 gracias a su efecto antineopldsico como mecanismo de accion. Slack y
colaboradores en el 2005, reportaron que en la linea celular SK-N-SH se encuentra inhibida
la expresion de 7P53 de forma indirecta a través de la proteina N-myc y Mdm2, ya que el
gen MDM?2 dentro de su promotor tiene una region donde N-myc puede interactuar como
factor de transcripcion y sobre-expresar a MDM?2, para regular de forma negativa a p5S3 y su
actividad como factor de transcripcion (Slack, Lozano and Shohet, 2005). Seria interesante
incluir en experimentos subsecuentes la expresion relativa del gen regulador MDM?2 con y
sin tratamiento, con el fin de comprobar si el efecto de sobre-expresion de 7P53
corresponde a la inhibicion de la expresion de MDM?2 en células SK-N-SH.

Con el fin de corroborar si esta sobre-expresion observada de 7P53 pudiera resultar en la
activacion de un factor de transcripcion como un gen blanco de p53, nos dimos a la tarea de
buscar la expresion relativa de GADD45A4 (Figura 5). La funcion més importante de
GADD454 esta relacionada con la induccidn del arresto de crecimiento y la reparacion del
ADN en la fase G»/M, indicando un rol crucial en el mantenimiento de la estabilidad
genomica, en la respuesta del dafio al ADN y en la transformacion a cancer (Smaldone et

al., 2021). En nuestro caso, no encontramos diferencia significativa para el tratamiento con



Cas IIlia en comparacion con el grupo sin tratamiento; no obstante, para el Cisplatino existe
una diferencia significativa (*p = 0.0341) en comparacion con el tratamiento. Es importe
mencionar que esta medicion se realizo a las 4 h posteriores a ambos tratamientos. Por su
parte Moskalev ef al., (2012) describen que la vida media del transcrito de GADD45A4 es
usualmente corta a 1 h, sugiriendo que la actividad de GADD454 es mas que nada
reguladora en vez de presentar alguna funcion metabodlica. Si bien un estrés genotoxico y
oxidativo podria inducir rapidamente su transcripcion e incrementar la estabilidad del
transcrito (Moskalev et al., 2012), nosotros no encontramos alglin nivel de sobre-expresion
en el gen GADD45A. Seria interesante realizar en futuros experimentos una cinética de
expresion partiendo de tiempos mas inmediatos después del tratamiento, con el fin de
asegurar que el mecanismo de accion de la Cas Illia no tiene ningin involucramiento en

GADD45A.

Por ultimo, decidimos comprobar el efecto de los tratamientos sobre el ciclo celular en
células SK-N-, midiendo el porcentaje de células en cada fase del ciclo celular. Obtuvimos
un porcentaje por arriba del 60% de células del grupo control sin tratamiento en la fase
Go/G lo que concuerda con estudios previos donde antes de algin tratamiento reportan mas
del 50% de células en fase G1/Goy un porcentaje menor al 20% en etapa G,/M (Lee et al.,
2019), comportamiento el cual también observamos antes en ambos tratamientos (Figura
6). Después de los tratamientos con Cisplatino y Cas Illia se observa Unicamente una
disminucién de células en fase S (*p = 0.0396) y aumento de forma significativa del
porcentaje a 80% de células en fase Go/G; después del tratamiento con Cas Illia (p=0.0257)
a diferencia de Lee y colaboradores (2019) que solo observaron un aumento del porcentaje
de células en fase Go/M después de la inhibicion de la expresion del gen codificante para la
proteina metiltransferasa de argininas 1( PRMT1 por su siglas en inglés) en células de NB.
Estos datos indican que otro mecanismo debe ser necesario para el efecto de la Casiopeina
[ITia en el ciclo celular. Nuestros resultados remarcan que el mecanismo de accion de la Cas
IITia después de 4 h en células SK-N-SH, no tiene efecto sobre la fase G»/M debido a que
no observamos acumulacion de células en esta fase, ni aumento en la expresion relativa de

GADD45A.



Las limitaciones de este estudio se centran principalmente en la utilizacion de una sola linea
celular de neuroblastoma sin amplificacion o sobre-expresion de N-MYC (SK-N-SH) por lo
cual no es posible comprobar si este efecto sera el mismo encélulas de Neuroblastoma con
amplificacion de N-MYC. Otra limitante de nuestro estudio fue la incorporacion de solo un
blanco especifico de regulacion de expresion a través de p53 como factor de transcripcion,
seria interesante incluir otros blancos de activacion de p53 en diferentes fases del ciclo

celular para agregar informacion al mecanismo de accion de la Cas Illia.

CONCLUSION
El tratamiento con Cas Illia tuvo un efecto sobre la expresion de genes TP53 y N-MYC al
dsminuir su expresion luego de 4 horas. Observamos una disminucion en la expresion
relativa de N-MYC lo que puede resultar en tumores menos agresivos de NB, a su vez
observamos un incremento en la expresion relativa de 7P53 lo que puede deberse a que el
mecanismo de accion de la Cas Illia tiene alguna relacion con esta molécula involucrada en
el arresto del ciclo celular y apoptosis. Si bien buscamos un gen blanco activado por p53
como factor de transcripcion después del tratamiento con Cas Illia, no fue posible
identificar la actividad de p53 como factor de transcripcion debido a que no encontramos
una elevacion en la expresion del gen GADD454 el cual estd involucrado en el arresto
celular en fase G,/M, sin embargo, concluimos que el panorama completo del mecanismo
de accion de la Cas Illia en células de Neuroblastoma sin amplificacion ni sobre-expresion
de N-MYC es mas complicado de lo que encontramos en las células SK-N-SH, ya que con
la busqueda de un solo marcador de activacion de p53 solo podemos explicar de forma

parcial el mecanismo de accion de la Casiopeina Illia.
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