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Resumen:

El glioblastoma es el tipo de tumor cerebral mas comun y agresivo, ya que tiene una
mortalidad superior al 90% en 5 afios, aun con tratamientos combinados agresivos, los cuales
tienen efectos secundarios graves. Debido a ello, se buscan nuevas formas de tratarlo de
manera mas segura y con menos efectos secundarios. La manipulacion del sistema
endocanabinoide es una alternativa atractiva, ya que este sistema ha demostrado funciones
anticancerigenas, inhibiendo la proliferacion, supervivencia e invasividad de las células
tumorales. Los endocanabinoides son compuestos derivados de acidos grasos y su produccion
se relaciona con el consumo de estos en la dieta, particularmente, con los acidos grasos
esenciales omega-3, como el dcido docosahexaenoico (DHA), que también ha mostrado tener
propiedades anticancerigenas. Debido a su relacion metabodlica y sus efectos antitumorales, es
relevante comprobar la posible sinergia entre endocanabinoides y DHA para potenciar sus
efectos anti-tumorales. El objetivo de este estudio fue identificar cambios en la expresion de
receptores para endocanabinoides en una linea celular de glioblastoma humano suplementada
con DHA. Para este fin, se emplearon cultivos de la linea US7MG, que fueron suplementados
con DHA a concentraciones de 50, 100 y 150 uM durante 24, 48 o 72 horas. La expresion de
receptores para endocanabinoides se determind por medio de inmunofluorescencia y western-
blot. Los resultados obtenidos muestran un incremento significativo en la expresion de los
receptores CB1 en las células de glioblastoma después del tratamiento con DHA a una
concentracion de 50 pM después de 72 horas de tratamiento; sin embargo, a concentraciones
mas elevadas, el tratamiento provoc6 una disminucion significativa en la expresion de CB; y
CBa, correspondiendo con un aumento en la muerte celular. Los resultados sugieren que la
suplementacion con DHA puede modular la expresion de receptores para endocanabinoides
en las células de glioblastoma humano, pero sus efectos son variables en relaciéon con la

concentracion y tiempo de exposicion empleados.



Summary:

Glioblastoma is the most common primary tumor of the central nervous system. Despite
multimodal therapies, it has no effective treatment, and its mortality rate exceeds 90%.
Alternative therapies are being explored to improve life expectancy and quality of life for the
patients, as well as enhancing the effects of traditional pharmacological and radiological
treatments. Among these, nutritional supplementation with Omega-3 fatty acids has
demonstrated its usefulness in clinical settings, as it has significant antiproliferative and
proapoptotic effects on cancer cells. On the other hand, endocannabinoids are endogenous
substances that have also shown antiproliferative and proapoptotic effects on tumor cells and
may be produced directly from Omega-3 fatty acids. Despite their relationship, their possible
synergism has not been fully explored as a potential therapeutic alternative for the treatment
of cancer patients. The current study explored the potential effect of supplementation with
Omega-3 fatty acids on the expression of endocannabinoid receptors in human glioblastoma
cells. US7MG glioblastoma cells were supplemented in vitro with varying concentrations of
docosahexaenoic acid for up to 72 hours and their expression of endocannabinoid receptors
CB1 and CB2 was assessed by immunofluorescence and western blot. Results show a
significant dose-dependent increase in CB1 receptor expression in glioblastoma cells after 50
UM docosahexaenoic acid supplementation for 72 hours. Nonetheless, CB1 and CB2
expression was decreased in glioblastoma cells supplemented with docosahexaenoic acid at
100 uM, corresponding with increased apoptosis in these cells. Our results suggest that
supplementation with docosahexaenoic acid directly modulates endocannabinoid receptor
expression in human glioblastoma cells in vitro, which may be relevant for regulating their

antitumoral effect in vivo.



Antecedentes:

1.1. Glioblastoma
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifica al glioblastoma como un tipo de cancer
de tumor primario. Afecta el sistema nervioso central se localiza generalmente en el cerebro
(1). Es el cancer de cerebro mas frecuente y se encuentra frecuentemente en la materia blanca
del lobulo frontal, aunque también puede ser encontrado en otras areas (2). El glioblastoma se
clasifica como un tumor grado IV, de mayor gravedad y menor posibilidad de supervivencia.

Su evolucion es usualmente rapida y fatal (1).

El glioblastoma tiene caracteristicas histopatologicas que incluyen necrosis, proliferacion
endotelial, atipia nuclear, pleomorfismo celular, actividad mitética y trombosis vascular (2,
3). La sintomatologia dependera de la localizacion y avance del tumor; generalmente, los
sintomas que se presentan son nauseas, vomito, convulsiones, focalizacion alterada, edemas,

alteraciones en lenguaje y memoria o cambios en la personalidad (3).

No se conocen con claridad los factores de riesgo que predisponen para el desarrollo de los
glioblastomas, aunque al igual que otros tipos de cancer se asocian con radiacion ionizante y
la susceptibilidad genética (1). Se han encontrado varias mutaciones relacionadas con su
desarrollo, como las mutaciones en el gen p353, en el receptor del factor de crecimiento
endotelial (EGFR) (2), genes que codifican la isocitrato deshidrogenasa (IDH) 1 o 2, asi como
mutaciones en los genes 7rK, que son receptores tipo tirosina quinasa; ademas de
metilaciones de MGMT (metil-guanina-O6-DNA metiltransferasa) y en el promotor TERT

(telomerasa transcriptasa inversa) (4).

Epidemiologia del glioblastoma

La incidencia total de tumoraciones cerebrales primordiales es de 21.42 por 10,000
habitantes, siendo de 5.42 por 100,000 habitantes en pacientes que tienen entre 0 y 19 afios y
de 27.85 por 100,000 habitantes en pacientes de 20 afios y mas. Los glioblastomas tienen una
incidencia de 3.2 por 100,000 habitantes. Los tumores del sistema nervioso central, en
habitantes pediatricos representan la segunda causa de mortalidad por carcinomas, luego de la
leucemia, en tanto que en individuos adultos, el glioblastoma es el tumor de un nivel mayor
mas habitual, con una supervivencia al afio de 39.3% y 5 afios de 5.5% (1). El glioblastoma es
mas frecuente en los adultos mayores, donde no existe algiin antecedente clinico de cancer o

alguna lesion maligna y tiene una frecuencia del 10% en pacientes jovenes; la necrosis en los
y



pacientes jovenes avanza de manera lenta, por lo cual puede dar un mejor diagndstico y un

mejor resultado a un tratamiento (5).

Tratamiento del glioblastoma

Los tratamientos que mas se emplean para tratar el glioblastoma humano son la cirugia, la
radioterapia, la quimioterapia y los medicamentos dirigidos (6). La cirugia se considera como
la primera opcidn, dependiendo el avance, el tamafio y la localizacion del tumor, donde se
realiza una reseccion del tumor lo mas extensa posible. Después, se considera la radioterapia
o la quimioterapia con la temozolomida (5), el cual es un agente alquilante. Este medicamento
tiene como mecanismo inhibir la replicacion del ADN, manteniendo a la célula en la fase
G2/M del ciclo celular y deteniendo el crecimiento acelerado de las mismas, lo cual lleva a
una autofagia celular, sin identificar y no afectar a las células cancerosas de las células sanas,
por lo cual los efectos secundarios son de mayor impacto al organismo (7). Los tratamientos
de quimioterapia con temozolomida tiene efectos secundarios como riesgo de infeccion,
neutropenia, hematomas, sangrado, anemia, nauseas, vomito, estrefiimiento, falta de apetito,

fatiga, cefalea, convulsiones, hiperglucemia, alopecia, disnea y cambios en la piel y las ufas

(8).

Para tratamientos con medicamentos dirigidos, se utiliza el Bevacizumab. Este medicamento
es un anticuerpo IgG compuesto por un 7% de regiones de ADN murino y un 93% de
regiones de ADN humano. Este medicamento tiene como mecanismo de accion inhibir la
formacion de nuevos vasos sanguineos, lo cual bloquea el abastecimiento de sangre al tumor e
induce la muerte de las células cancerigenas. Sin embargo, el Bevacizumab tiene efectos
secundarios severos, como debilidad generalizada, dolor abdominal, nduseas, voOmito,

estrefiimiento, falta de apetito e infeccion de vias respiratorias (9).

La radioterapia que normalmente se utiliza en el tratamiento del glioblastoma es la
radioterapia intraoperativa (10). Es uno de los tratamientos que se utilizan después de la
cirugia, dependiendo del diagnostico e indicaciones del médico tratante. Este tratamiento tiene
como efectos secundarios cansancio, escozor y ardor en la piel, cefalea, irritacién en el cuero

cabelludo, disfagia, linfedema y neumotorax (11).

Los tratamientos actuales para glioblastomas, como para otros tipos de cancer, no garantizan
que el cancer se erradique totalmente, por lo cual se han estado estudiando e investigando
nuevos farmacos y nuevos tratamientos donde los efectos secundarios sean menores y causen
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el menor dafio posible al organismo (12). Entre ellos, diversos estudios muestran al sistema
endocanabinoide como un mecanismo fisiolégico importante para evitar el desarrollo de

células tumorales en diversos tipos de cancer (12).

Innovacion en tratamientos contra el cancer mediante modificaciones nutricionales

La alimentacién y nutriciéon tienen un papel muy importante como coadyuvantes en el
tratamiento para el cancer, se han encontrado estudios donde el uso de dieto-terapia en
pacientes oncoldgicos sirve de pauta para una correcta nutricion lo cual sirve para obtener
efectos beneficiosos sobre el paciente. La dieto-terapia se encarga no solamente de darle al
paciente los nutrientes necesarios para las funciones esenciales y para cumplir el gasto
energético del dia, sino que también se encarga de ayudar al paciente con el proceso
oncologico, de tal manera que se mantenga la fortaleza, proteger la funcion del sistema
inmune y evitar o prevenir los riesgos de infecciones. Para cada tipo de céncer se tiene que
evaluar el tipo de cancer, su estadio, el tratamiento con el que se continuara para su
eliminacion o control, contando con esta informacion se seleccionara el método con el cual se

brindara la alimentacion (13, 14).

La OMS y la Agencia Internacional de la Investigacion del Céancer (IACR), entre otras
organizaciones, se han encargado de disefiar las dietas especificas para los pacientes
oncoldgicos, diferentes dietas son administradas para los distintos tipos de cancer, de esta
manera el paciente tendrd los beneficios de cada alimento sin que afecte el tratamiento

oncoldgico o sin causarle otro tipo de cancer (13).

En el glioblastoma, se han estudiado los efectos de la dieta cetogénica, la cual consta de una
disminucién en los hidratos de carbono y un aumento de lipidos, esta dieta ha tenido
resultados anticancerigenos positivos, como reduccion y expansion del tumor; sin embargo,
esta dieta también es conocida por los efectos negativos que tiene sobre las personas, por lo
que el implementarla a veces no es una opcion de beneficio. Para que este tipo de tratamientos
funcione de forma adecuada, se tiene que estudiar el tumor, los resultados de laboratorio del
paciente, su historial nutricional y el tratamiento que esta llevando, antes de recetarla. Se han
estudiado diversas dietas altas en grasas y bajas en proteinas que simulen los efectos de la
dieta cetogénica, como la dieta CETI y la dieta Kendo, las cuales deben ser aprobadas por un

médico antes de aplicarse (15, 16).



Existen estudios donde aseguran que el uso de lipidos en la dieta es beneficioso para el
paciente. Los acidos grasos omega-3 son utilizados en la dieta para pacientes oncoldgicos, ya
que se ha visto que son movilizados, oxidados y utilizados de la manera més efectiva como
fuente energética. En la implementacion de los omega-3 en la dieta en los pacientes
oncologicos se ha encontrado que hay una mejoria en su estancia hospitalaria, una
recuperacion mayor en la Unidad de Cuidados Intensivos. Los 4cidos grasos omega-3 que se
han encontrado en una cantidad superior en pacientes oncologicos ha sido el &cido
eicosapentaenoico (EPA) y el 4cido docosahexaenoico (DHA) el cual tiene la capacidad de

activar y aumentar la eficacia de los agentes anticancerigenos (17-19).

La suplementacion con 4cidos grasos de la familia omega-3 se ha considerado potencialmente
beneficiosa, debido a los efectos inmunomoduladores y anti-tumorales evidenciados por estos
compuestos, entre ellos, la induccion de apoptosis, disminucion de la angiogénesis e
invasividad de las células tumorales, ademas del incremento en la eficacia de la quimioterapia

comunmente usada para el tratamiento de tumores malignos (20, 21).

El mecanismo de accion del DHA indica que al enriquecer a la membrana celular con DHA se
inducen cambios en la distribucion de lipidos de la misma, que alteran el funcionamiento de
los reguladores de senales para la supervivencia o muerte de la célula. Hay estudios que
demuestran que la suplementacion con DHA a células tumorales tiene un efecto benéfico, ya
que induce apoptosis y autofagia sin causar citotoxicidad a las células sanas, por lo cual se ha
propuesto como tratamiento adyuvante a largo plazo. Igualmente, el uso de endocanabinoides
tiene potencial como adyuvante en el tratamiento contra cancer, ya que estos compuestos
presentan efectos similares a los 4cidos grasos omega-3 y de hecho, ambos tipos de
compuestos se relacionan entre si, ya que afectan el ciclo celular, el estrés oxidativo y la
autofagia en células tumorales, ademas de tener efectos antimigratorios, disminuyendo la
metastasis, aunque sus efectos han sido estudiados por separado, por lo que aun no se ha

determinado su posible sinergia en el tratamiento contra el cancer (22).

Linea celular US7TMG

La linea celular US7MG de humano se encuentra integrada en la ATCC (4American Type
Culture Collection), la cual es una organizacion que colecciona, almacena y distribuye
estandares de referencia tanto de células como de microorganismos para la investigacion y
desarrollo tecnologico. La ATCC nos puede brindar toda la informacidén necesaria para

conocer la linea celular de interés, en este caso la US7MG, la cual es derivada de células de
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glioblastoma de tejido de cerebro humano, presentando morfologia epitelial y de

caracteristicas celulares adherentes (Figura 1) (23).

Esta linea celular tiene la caracteristica cariotipica de ser hipodiploide, con un numero de
cromosomas modales de 44 en el 48% de las células. La tasa de ploidia mas alta es de 5.9%.
Doce marcadores son comunes a todas las células de esta linea, por ejemplo, el marcador der
(1) tiene dos copias en la mayoria de las células. Solo hay una copia de X normal. N1, N6 y

N9 no se encuentran en estas células (23).

La organizacion brinda los manuales de crioconservacion y descongelacion para sus lineas
celulares, asi como en qué tipo de medio este tipo de lineas deben estar cultivadas, ya que el
medio de cultivo es muy importante. El medio de cultivo para esta linea celular es el Medio
Eagle minimo esencial modificado de Dulbecco (DMEM) y para su crecimiento se requiere
una temperatura de 37°C, con 5% CO2 para su incubacion. Para la crioconservacion es

necesario utilizar el dimetil sulfoxido (DMSO).

Low Density Scale Bar = 100um  High Density Scale Bar = 100um

Figura 1. Linea celular U§7MG (Tomada de 24).
Células de glioblastoma humano, linea celular U§7MG, observacion por microscopia en campo claro, a una

escala de 100um, en baja densidad (izquierda) y en alta densidad (derecha), con una magnificencia de 60X.

La linea celular U87MG es utilizada en estudios para diferentes propositos, como el
conocimiento general de las células de glioblastoma, las sefializaciones que estas manejan, las
interacciones de sustancias, como la cafeina, con los tratamientos oncologicos que se usan
para el glioblastoma, donde la cafeina sensibiliza las células lo que permite que el tratamiento

oncoldgico sea mas efectivo al actuar en el ciclo Gz de la célula (25).
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En estudios nutricionales, la linea celular U§7MG se ha estudiado el extracto de 4cidos grasos
de la Clerodendrum volubile, en los cuales se comprueba que estos tienen la capacidad de
suprimir la migracion celular, regula el ciclo celular y tiene propiedades antioxidativas (26).
También se han usado en estudios con farmacos oncoldgicos en las cuales junto con
emulsiones lipidicas nutricionales se pueden desarrollar nuevas formulaciones para aplicarlas

en las lineas celulares con el fin de potenciar el efecto anticancerigeno del fArmaco (27).

1.2. Sistema endocanabinoide

El sistema endocanabinoide es el conjunto de receptores para canabinoides CB; y CB: (28),
sus ligandos principales, 2-araquidonilglicerol (2-AG) y anandamida (AEA, N-
araquidonoiletanolamida), con homologia estructural al 9-tetrahidrocannabinol, y sus enzimas
metabolizadoras (29), que son producidas de forma endogena. Este sistema regula multiples
funciones cognitivas, como son el aprendizaje, la memoria, el dolor, el suefio, las emociones,
la conciencia y la atencion (30-32), ademas de regular funciones a nivel sistémico y celular,
como el metabolismo energético y el funcionamiento del sistema inmunoldgico, y la

proliferacion, diferenciacion y supervivencia celular (33).

El mecanismo de accion de este sistema depende de la entrada de calcio por canales ionicos,
de manera que se libera una sefial para la sintesis y liberacion del endocanabinoide. Esta
sintesis fomenta la hidrdlisis de la fosfatidiletanolamina que esta existente en la membrana
celular por la accién de dos enzimas. Primero, se forma un precursor a partir de la
fosfatidiletanolamina 'y  un  glicerofosfolipido  conocido  como  araquidonoil
fosfatidiletanolamina (NAPE), esta reaccion es catalizada por una aciltransferasa dependiente
de calcio. Después, se produce una hidrolisis del NAPE por medio de una fosfolipasa
dependiente de calcio, produciendo 4cido fosfatidico y N-araquidonoiletanolamida (AEA). Ya
que el AEA es sintetizado, este se libera al espacio extracelular, para que pueda actuar de

manera autocrina o paracrina (Figura 2) (34, 35).
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Figura 2. Mecanismo de accion para la sintesis de AEA y 2-AG (Tomada de 36).
Mecanismo de sintesis del 2-araquidonilglicerol (2-AG) y del N-araquidonoiletanolamida (AEA), activado por la
entrada de la enzima fosfolipasa C (PLC), causando una reaccion enzimatica en cascada sobre el
fosfatidilinositol-bifosfato (PIP2), sobre el acido araquidonico (AA) y diacilglicerol (DAG), y estos sobre los
receptores para endocanabinoides (CB1 y CB2) y sobre las enzimas acido graso amida hidrolasa (FAAH) y

monoglicerol lipasa (MAGL).

Mientras que la sintesis del 2-AG es independientemente de la sintesis del AEA, también se
puede llevar a cabo por activacién de canales de calcio. Cuando el calcio entra a la célula,
puede activar la fosfolipasa C, que tiene accion sobre el fosfatidilinositol bifosfato que esta
presente en la membrana celular, generando diacilglicerol y acido araquidonico. Ya una vez
liberados al medio extracelular, la acciéon de los endocanabinoides se determina por el
transporte de estos por la hendidura sindptica hacia el interior de la célula, lo que seria una
recaptacion por la enzima acido graso amida hidrolasa (FAAH) y por su hidrélisis por medio

de la monoglicerol lipasa (MAGL) (34, 35).

Los ligandos del sistema endocanabinoide estan compuestos de moléculas con carécter
hidrofobico, derivadas de 4cidos grasos, que también incluyen grupos amidas y ésteres de
cadena larga poliinsaturada, cuyo precursor es el 4cido araquidonico (37, 38). Los receptores
CB: y CB: se encuentran acoplados a la proteina G (39). La enzima que se encarga de
sintetizar a los endocanabinoides es el acido graso amida hidrolasa y la enzima encargada de

hidrolizar a los endocanabinoides es la monoglicerol lipasa (38).
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Receptores para endocanabinoides

Los principales receptores endocanabinoides son CB1 y CBa, los cuales tienen distintas
funciones y diferentes mecanismos de accion. CB; tiene mas relacion con el sistema nervioso
central y CB: estd mas relacionado al sistema inmunologico (40). Como se menciond
anteriormente, estos receptores estan acoplados a las proteinas G, con siete fragmentos
transmembranales en su estructura, las cuales tienen como mecanismo de activacion la
hidrolisis de GTP (guanosin trifosfato) lo que genera GDP (guanosin difosfato) (35).
Dependiendo el tipo de célula donde actien, tienen funcidon sobre la liberacion de
neurotransmisores, sobre la actividad de la adenilato ciclasa, regularizacion de canales de
calcio y potasio, movilizacion de proteinas quinasas como las proteina quinasa A, la cual es
una proteina que depende del monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) y participa en la
regulacion del metabolismo celular, ademas de tener un rol importante en la regulacion del
ciclo celular; asi como la proteina quinasa C, la cual es una proteina que transduce sefiales
celulares que promueven la hidrélisis de lipidos activada por diacilglicerol y fosfolipidos y

ayuda en el crecimiento y la diferenciacion celular (41).

Receptor CB,

Este receptor es una proteina de 473 aminoacidos interpuesto en la membrana plasmatica de
la célula. Se encuentra principalmente en las neuronas presindpticas en las terminaciones
nerviosas, encontrdndose en mayor cantidad en areas como el hipocampo, cerebelo y los
ganglios basales del cerebro, los cuales, se hallan en la zona del cuerpo estriado. Estas
terminaciones se encargan de la motricidad y de regular sefales centrales y periféricas del
organismo. Asimismo, se han encontrado en otros tejidos, como son las regiones periféricas
de la prostata, amigdalas, ovarios, utero (42, 43), pulmoén, musculo liso, higado y pancreas

(35).

En el cerebro, el receptor CB; esta relacionado con el desarrollo neuronal, el comportamiento,
la memoria y la cognicion en general, y tiene un papel importante como blanco terapéutico
para distintas patologias (44). Como caracteristicas, este receptor inhibe la activacion de la
adelinato ciclasa y los canales de calcio, mientras que estimula los canales de potasio y las
cinasas MAPK. Tiene como agonistas enddgenos a la AEA y al 2-AG y como agonistas
exogenos al delta9-tetrahidrocannabinol, nabilona (canabinoide sintético y un analogo del

Marinol), CP55940 (receptor agonista canabinoide sintético que muchas veces es mas potente
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que el THC) y WINS55212-2 (potente receptor agonista canabinoide) y como antagonista al

Rimonabant (antagonista selectivo usado como una droga antiobesidad) (41).

A nivel celular, se encuentra en la membrana plasmatica, donde tiene un papel en la
comunicacion celular paracrina (35). Para que este receptor se active, se requiere de la
estimulacion de la neurona postsindptica por la neurona presinaptica. Al entrar el calcio a la
célula postsindptica se activan las enzimas sintetizadoras para los endocanabinoides, que una
vez que alcanzan al receptor CB; de forma retrogada, causan la inhibicion de la adenilato
ciclasa y la sintesis del AMPc en la neurona presinaptica, inhibiendo a su vez la liberacion de
neurotransmisores por la neurona presinaptica (41, 45). Este receptor sirve como regulador en
el bloqueo de liberacion de ciertos neurotransmisores, ya que actua sobre los canales de calcio
y de potasio, donde la conductancia se amplia y se reduce la entrada de estos iones, lo que

causa una reduccion de la despolarizacion y liberacion de neurotransmisores (43, 46).

Receptor CB:

Este receptor es un polipéptido de 360 aminodcidos. Se encuentra mayoritariamente en tejido
inmunologico, especificamente en el bazo, amigdalas y células linfoides. Sin embargo, hay
estudios donde se confirma que también estan presentes en otros tejidos, como son el corazon,
células o6seas, células hepaticas y en partes del cerebro, particularmente en células
microgliales y astrocitos (35). El receptor CB», al ser activado, se relaciona con el control de
la locomocidn, la percepcion del dolor y la modulacién de la neurotransmision en areas
especificas del cerebro, como en el hipocampo, entre otras funciones (40). La implementacion
de los receptores CB: procede por las rutas similares que la de los receptores CB1, solamente
que con este receptor la liberacion de los neurotransmisores y los canales de calcio y potasio
no se ven afectados. Tiene como agonista endogeno al 2-AG, y agonista exdgeno al HU210
que es un agonista mixto para el CBi/CBz y es sintético, también tiene al JWH-133, que
eliminando el grupo OH fendlico del HU210, se obtuvo como agonista selectivo, y su

antagonista es el SR144528 (41, 47, 48).

El accionamiento de los receptores CB> lleva usualmente a un resultado inmunomodulador,
estimulando la produccion de linfocitos B, linfocitos T y la descarga de citocinas. El receptor
CB: tiene una funcion anti-inflamatoria, ya que se expresa en las células linfoides y es
regulador de estas respuestas, ya que controla la liberacion de las citoquinas. Por ejemplo,
regula la diferenciacion de células B y T, el equilibrio de las respuestas Th; (linfocito T
cooperador) con caracter pro-inflamatorio y las citocinas alternativas Thz. En los macrofagos,
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la estimulacion del receptor CB; inhibe su proliferacion y la liberacion de moléculas pro-
inflamatorias, como la IL-12 (interleucina 12) y el TNF-a (factor de necrosis tumoral alfa).
También inhibe la fagocitosis y minimiza la sefial de IL-2 sobre las células T.
Adicionalmente, funciona como inmunosupresor disminuyendo la diferenciacion celular de
linfocitos T y B y se ha descubierto que suprime la migracion de neutrofilos, mientras que

favorece la migracion de las células NK (natural killer) a sitios de inflamacion (49, 50).

Endocanabinoides en el tratamiento del cancer

Se han descrito predominantemente efectos inhibitorios de los endocanabinoides sobre el
crecimiento tumoral, angiogénesis, migracion y metastasis, sin hacer dafio al tejido y las
células sanas (33). Se ha encontrado que estos compuestos inducen la apoptosis en las células

tumorales, lo cual ha sido beneficioso en combinacidn con los tratamientos actuales (51).

El proceso se lleva de acuerdo con una sefializacion en rutas donde se regulan las cinasas,
causando un aumento en los niveles de lipidos, que ocasiona estrés en la célula y todo este
proceso lleva a la célula a incrementar la autofagia. Por otro lado, la regulacion del
crecimiento y proliferacion se lleva de acuerdo con la generacion de la ceramida
esfingolipidica (52). Los agonistas exdgenos del receptor CB1 se estdn empleando para
disminuir los efectos adversos del cancer. El THC sintético (dronabinol) y la nabilona
previenen y combaten estos efectos. Se han utilizado canabinoides que han demostrado tener
efectos antitumorales al inhibir la proliferacion celular y evitando la metéstasis en carcinoma
de pulmon, carcinoma de mama, carcinoma de prostata, carcinoma de colon, carcinoma de

higado, carcinoma de piel, leucemias y linfomas (35, 41).

Estudios sobre cancer de mama, piel y prostata hablan de la sefalizacion que los
endocanabinoides producen en sus receptores cuando estdn presentes en células tumorales, ya
que inducen la sintesis de novo de las ceramidas, que ocurre mediante la activacion de la
enzima ceramida sintasa y conduce a la activacion subsecuente de la cascada de senalizacion
de cinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK), lo cual lleva al paro del ciclo celular y
la apoptosis, promovida por la via de sefializacion de ceramida-ERK. El aumento de ceramida
también puede activar la via de la proteina quinasa activada por mitégeno p38 (p38 MAPK),
que puede llevar a la apoptosis por multiples mecanismos, como la activacion de cistein

proteasas o caspasas, o a través de la liberacion de citocromo C desde las mitocondrias (53).
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La activacion sostenida de la ERK promueve la inhibicion de la ciclina quinasa p27 / KIP1, la
cual modula a los reguladores del ciclo celular (ciclinas, cdks) que participan en el paro del
ciclo celular y la apoptosis. Esto implica también la regulacion de la proteina p53, que altera
los niveles de proteinas pro- y anti-apoptoticas, aumentando los niveles de la proteina
proapoptotica Bax y disminuyendo los niveles de la proteina antiapoptotica Bcel2, llevando a
la activacion de caspasas para el desencadenamiento de la apoptosis. Otra via derivada de la
activacion de los receptores CB; o CB: inhibe la actividad de la adenilato ciclasa (AC) y
disminuye tanto los niveles de AMPc como la actividad de la proteina quinasa A (PKA), lo

que provoca una baja regulacion de la transcripcion génica y conduce a la apoptosis (53).

Estudios sobre glioblastomas demuestran que las metaloproteinasas de la matriz (MMPs)
juegan un papel fundamental en la adquisicion de capacidades invasivas por las células
tumorales, ya que estas pueden descomponer el coldgeno que se encuentra en el espacio entre
las células, por lo que descomponen la matriz celular y se han visto relacionadas con la
invasividad de las células tumorales. Los endocanabinoides regulan la expresion de las
MMPs, inhibiendo su accidn sobre la matriz extracelular y promoviendo el control general de
la invasividad de células tumorales. Se ha demostrado que los canabinoides modulan las vias
de metabolizacion de los esfingolipidos, aumentando asi los niveles intracelulares de
ceramida, un segundo mensajero lipidico que inhibe el crecimiento celular del tumor y
promueve su supervivencia en diferentes ambientes. La estimulacion de la sintesis de
ceramida esta involucrada en la apoptosis de células de glioma inducida por canabinoides y en
la inhibicion de la angiogénesis en este tipo de tumores. La ceramida sintetizada de novo
interviene en la regularizacion de la expresion de MMPs y en la proliferacion de células
tumorales. El efecto antiproliferativo de la ceramida esfingolipidica atenuaria la expresion de
MMPs y el crecimiento tumoral, mientras que la produccion de esfingosina 1-fosfato

desplazaria el equilibrio hacia la regulacion positiva de MMP-2 y la tumorgénesis (54, 55).

1.3. Acidos grasos omega-3

Los 4cidos grasos son componentes orgdnicos que se conforman por una cadena
hidrocarbonada y un grupo carboxilico. El 4cido graso linolénico (LNA) es el precursor para
varios tipos de acidos grasos considerados omega-3, los cuales son esenciales (56). Existen
nueve acidos grasos omega-3, el 4acido graso alfa-linolénico (ALA), el acido graso
eicosapentaenoico (EPA), el dacido graso docosahexaenoico (DHA), el dacido graso
estearidonico (SDA), el 4cido graso eicosatetracnoico (ETA), el 4acido graso
docosapentaenoico (DPA), el 4acido graso hexadecatrienoico (HTA), el 4cido
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tetracosapentaenoico (TPA) y el 4cido tetracosahexaenoico (THA). En cuestiones de

estructura difieren en el numero de carbones y el lugar del doble enlace, (Figura 3) (57).
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Figura 3. Acidos grasos omega-3 (Modificada de 58).

En orden: 4cido graso alfa-linolénico (ALA), acido graso eicosapentacnoico (EPA), 4cido graso
docosahexaenoico (DHA), acido graso estearidonico (SDA), acido graso eicosatetraenoico (ETA), acido graso
docosapentaenoico (DPA), 4cido graso hexadecatrienoico (HTA), acido tetracosapentaenoico (TPA) y écido

tetracosahexaenoico (THA).

Estos compuestos se consideran esenciales, ya que deben ser obtenidos mayoritariamente de
la dieta; sin embargo, el DHA y el EPA pueden ser sintetizados por reacciones quimicas del
organismo, a partir del precursor ALA (57). En investigaciones previas se ha observado que
una alimentacion carente en grasas se relacionaba con alteraciones cutaneas, originando mas
adelante la muerte. En estas investigaciones no se determinaron cuéles fueron los elementos
dietarios cuya falta ejercian estos resultados, se pudo examinar que la suma elementos
significativos de adiposidad de lacteos o de una suspension homogénea hepatico a la dieta
retornaba los signos. Después, con la cromatografia de gases, fue factible disgregar y definir
los diferentes tipos de acidos grasos, descubriéndose que el LNA y el ALA eran los
componentes que causaban déficits en la dieta y problemas clinicos y asi se demostro la
importancia de estos acidos grasos y la de sus procedentes metabdlicos; postulando asi sus

efectos benéficos en la salud (59).
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En los recientes afios, ha aumentado la relevancia de los acidos grasos omega-3, en el cuerpo
humano. Los acidos grasos omega-3 que destacan mas por sus efectos son el ALA, EPA y
DHA, ya que se han visto involucrados en el beneficio de patologias importantes (60). El
DHA tiene gran importancia para el desarrollo y funcion del sistema nervioso, el sistema
inmune y el cardiovascular, ya que se debe consumir desde temprana edad, a diferencia con
los demas. Para las enfermedades cardiocirculatorias el EPA ha sido de gran importancia para
la prevencion de estas. El EPA y el DHA han sido vinculados con los progresos en la
salubridad como en la diabetes mellitus, artritis reumatoide, obesidad, asma, enfermedades
neurodegenerativas, enfermedad intestinal inflamatoria, algunos cénceres, falla cronica en
rifiones y dafio al corazon e higado, ya que estos participan en la regulacion de la cognicion, el
mantenimiento celular, sefializacion, nutricion, etc. (59, 61, 62). Estos tres acidos grasos
omega-3 son los mas comunes y con mas informacion disponible, debido a que han sido los
mas investigados para nuevos tratamientos en enfermedades por medio de su combinacion

con medicamentos comunes y otras innovaciones nutricionales (63).

Funciones de los acidos grasos omega-3

Se han encontrado estudios donde los 4cidos grasos omega-3 fungen como antioxidantes e
inhibidores del desarrollo o evolucion de ciertas enfermedades, ademas de sus efectos anti-
inflamatorios, regulando la expresion del factor nuclear kB y los receptores proliferadores de
peroxisomas (PPARs), que son factores de transcripcion nucleares que conciernen a los

receptores esteroideos (64).

La familia de PPARs incluye a PPARa, PPARb/d, PPARgl y PPARg2. Estas moléculas
regulan la expresion de genes de sintesis y oxidacion de 4cidos grasos y estan implicados en
el almacenamiento de acidos grasos en diversos tejidos. Los PPARSs se situan en la mayoria de
los tejidos, siendo el PPARa la forma mas numerosa en el higado y el musculo esquelético,
mientras que el PPARg se ubica principalmente en el tejido adiposo, entre otras. Los efectos
anti-inflamatorios de los &cidos grasos omega-3 se han visto con el EPA y el DHA
principalmente. En su proceso de sintesis, el ALA se convierte en SDA por medio de la delta
6-desaturasa y junto con la elongasa y delta 5-desaturasa y se convierte en EPA. Este se
elonga y se desatura a DPA por medio de una desaturacién peroxisomal hasta llegar al DHA,
lo que se realiza mayoritariamente en las células hepaticas (Figura 4) (64, 65). El acido
araquidonico (AA), al ser un elemento de la estructura de las membranas celulares, es
liberado desde los fosfolipidos por la implementacion de la enzima fosfolipasa A2 durante los
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primeros ciclos de un proceso inflamatorio. Posteriormente, un grupo de enzimas distinguidas
como lipooxigenasas y ciclooxigenasas metabolizan al AA creando eicosanoides bioactivos,

entre los que se pueden encontrar las prostaglandinas, leucotrienos y tromboxanos (64).
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El acido a-linoléico por medio de desaturaciones y elongaciones da como resultado al acido docosahexanoico.

El 4cido araquidonico (ARA) es un acido graso poliinsaturado de la familia omega-6, su
precursor es el acido linoléico (LNA), se encuentra de forma esterificada en la membrana
celular, tiene un nivel intracelular bajo por lo que para su liberacion depende de las enzimas
acilhidrolasas y de la fosfolipasa. E1 ARA es abundante en el cerebro y tiene gran importancia
en el desarrollo y crecimiento del cerebro. Participa en funciones celulares como la division
celular y en senalizaciones, también participa en la sintesis de los ligandos del sistema

endocanabinoide (67).

El AA tiene dos vias de accion diferentes, la primera con ciclooxigenasas, que transforman el

AA en tromboxano A2 y varias prostaglandinas. Cabe sefialar que hay dos isoenzimas
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ciclooxigenasa diferentes: ciclooxigenasal (COX1) y ciclooxigenasa2 (COX2). La COXI se
expresa como un componente basico en casi todas las células; La COX2 se expresa en varios
tipos de células y su expresion se ve incrementada por diversos estimulos. Entre las
prostaglandinas derivadas de AA, la prostaglandina E2 (PGE2) es un potente mediador de

inflamacion, dolor, fiebre y aumento de la permeabilidad vascular (64).

La enzima 5-lipoxigenasa interviene en la via metabdlica secundaria de AA y hay un
desarrollo diferente de los leucotrienos, entre los que destacan el leucotrieno B (LTB), el
leucotrieno C y el leucotrieno D, los agentes proinflamatorios que provocan una mayor
permeabilidad vascular, apoyan la funcion de inmunidad en las células y estimulan la
liberacion de citocinas inflamatorias. Este proceso se considera un mecanismo de defensa
porque puede reducir la produccidon de citocinas proinflamatorias como IL-1, IL-6, IL-8 y
TNF-a, que se liberan cuando se activan macroéfagos y monocitos. Aunque estas citocinas son
potentes activadores de la funcidon inmunoldgica, la actividad excesiva de estos sustratos
contribuye a la inflamacion patologica, situacion que se observa en la inflamacion cronica del
intestino y la artritis reumatoide, entre otras. El TNF-a juega un papel importante en la

formacion de caquexia en pacientes con cancer (64).

La ingesta de alimentos con EPA y DHA puede reducir la produccion de citocinas
inflamatorias sus efectos pro-inflamatorios (64). Este efecto anti-inflamatorio empieza por la
sintesis del DHA y EPA mediante la elongacion y desaturacion por las enzimas D6 y D5
desatura, dando como resultado la produccion de sustancias como las protectinas D1 y
resolvinas de la serie D por el DHA, asi como, resolvinas de la serie E por el EPA. Estas
sustancias regulan el proceso de inflamacion, disminuyendo la produccion y actividad de
neutrdfilos y la produccion de citocinas pro-inflamatorias. También son protectores del
sistema celular de donde se generan y participan en el retorno de los tejidos locales a la

homeostasis inicial (63, 68, 69).

DHA

Como ya se menciond antes, el DHA es un 4cido graso que es sintetizado por el cuerpo a
partir del ALA. Debido a su importancia en el cerebro, junto con el ARA, se considera
cuantitativamente el acido graso omega-3 mas importante en este 6rgano (70). Este ayuda en
varias funciones antes descritas y también ayuda al crecimiento y desarrollo del cerebro,
principalmente en nifios, mientras que en adultos es necesario para su mantenimiento (71), ya

que forma parte de las membranas celulares del cerebro y participa en la sefalizacion y en el
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crecimiento neuronal (72). El DHA se aglomera en fosfolipidos cerebrales, principalmente
fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina y, en menor medida, en fosfatidilserina, derivados de
inositol y esfingolipidos. La esterificacion del oxidrilo central del glicerol es debido a la
acumulacion del DHA, ya que est4 integrado en los lipidos anfipaticos de este. La posicion

snl es asumida por colina o inositol, dependiendo del fosfolipido en cuestion (73).

En su campo de organizacion, el DHA adopta una configuracion semi-helicoidal derivada del
tamano de gran extension de su cadena y las seis posiciones insaturadas, las cuales tienen una
mayor flexibilidad. Esta configuracion concede que los lipidos anfipaticos que contienen
DHA tengan una organizacidon molecular bastante grande, de modo que se distribuyan menos
moléculas por unidad de volumen a través de la membrana. Esto denota que las membranas
que tienen fosfolipidos que tienen DHA serdn estructuras con mayor desenrollamiento y
menor tendencia a desarrollar estructuras cristalinas de naturaleza mas densa. Algunos
cientificos en sus estudios han sugerido que esta seria una caracteristica clave de las
membranas que contienen DHA, ya que la alta fluidez facilitaria el movimiento de moléculas
dentro de la membrana, como receptores, enzimas, proteinas G, factores de crecimiento
nervioso, canales i6nicos y sefiales, transmision. Este es exclusivo de las células excitadoras,

como las neuronas (46, 70, 74).

Las membranas de los sinaptosomas y las mitocondrias neuronales contienen la mayor
cantidad de DHA. Cabe sefialar que las neuronas no son tan grandes como para producir DHA
desde de su predecesor, el acido alfa-linolénico, y que las propias células gliales,
especialmente los astrocitos, desaturan y prolongan el LNA para que se conviertan en DHA,
que luego se transloca en las células. Los astrocitos y oligodendrocitos tienen un porcentaje
menor de DHA y AA que las neuronas. Por tanto, la alta fluidez de las membranas neuronales
tiene un papel en las funciones del DHA en el tejido del cerebro, asegurando el desarrollo de
conos de crecimiento axonal, la unién e interaccion sinaptica y el efecto de las dendritas,
optimizando asi la plasticidad del tejido cerebral. Cabe senalar que esta drea es de mayor
valor en los procesos de neurogénesis, migracion neuronal y formacion de sinapsis, que son

propios del desarrollo del sistema nervioso (70, 74).

El DHA esta relacionado con el aprendizaje, la memoria y la comprension, entre otras
funciones cognitivas, asi como en funciones bioquimicas como la sintesis del acido a-
linoléico por medio de enzimas como las elongasas y desaturasas, porque es importante para
el neurodesarrollo de las personas (75), desde la concepcidn, el crecimiento y el desarrollo del
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embrioén y en el nifio es fundamental que se tengan los niveles de DHA adecuados porque
estos dependen de la concentracion plasmatica de la madre, lo que viene desde la nutricion en
el embarazo y las proteinas transportadoras. Los niveles aumentan conforme avanza la
gestacion; sin embargo, en el momento del nacimiento hay un descenso de estos. Las
necesidades de obtencion de lipidos van en aumento ya que lo precisan las membranas
celulares. En caso de que no se obtenga, puede dar lugar a un dafio neuroldgico y a la
manifestacion de moléculas inflamatorias y favorecedoras de isquemia, causando fragilidad y

ruptura de membranas en vasos sanguineos y células cerebrales (72).

Relacion de los acidos grasos omega-3 con los endocanabinoides

Considerando al DHA como el acido graso omega-3 mas importante por sus niveles de
concentracion en el cerebro, junto con el ARA y el EPA, son considerados los precursores de
varios mediadores lipidicos, incluyendo los endocanabinoides, ya que, por medio de la dieta,
los 4acidos grasos omega-3 son metabolizados hasta llegar a ser precursor de los
endocanabinoides. El AEA y 2-AG se producen a partir de fosfolipidos ARA unidos a la
membrana. La sintesis se produce la terminal post-sinaptica a través de elevados niveles de
calcio intracelular, ambos en respuesta a la demanda, y rdpidamente degradados a ARA u

oxigenados para mediadores bioactivos adicionales (76).

La via principal para la produccion de AEA comienza con la transferencia de N-
aciltransferasa (NAT) de ARA de fosfatidilcolina (ARA-PC) a fosfatidiletanolamina (PE),
para generar N-araquidonoil fosfatidiletanolamina (NArPE), que es seguida por la hidrdlisis
de N-acil fosfatidiletanoletano, fosfolipasa D (NAPE-PLD) para producir AEA. Otras vias
incluyen la desacilacion de NAPE por el dominio a / B-hidrolasa que contiene 4 (ABHD4) y
la glicerofosfoaraquidonoetanolamida producida (GP-NAPE) es escindida por la
fosfodiesterasa (PDE), para producir AEA, o la liso-NAPE se hidroliza por la liso-NAPE-
fosfolipasa D (PLD) directamente a AEA. NAPE también puede hidrolizarse mediante
fosfolipasa C (NAPE-PLC) para generar fosfoanandamida (PAEA), que se desfosforila a
AEA mediante fosfatasas como la proteina tirosina fosfatasa (PTPN22) (77).

La produccion de DHEA y EPEA a partir de DHA y EPA unidos a fosfolipidos comparten las
mismas vias. La sintesis de 2-AG se da a partir de ARA unida a fosfatidilinositol (ARA-PI) a
través de fosfolipasa C-f (PLCP) y la produccion de un ARA-diacilglicerol (DAG), que se
hidroliza por diacilglicerol lipasas-a para producir 2-AG. Otras vias incluyen la
desfosforilacion del acido 2-AG-lisofosfatidico (2-AG-LPA) por la fosfatasa LPA (2-LPA-P)
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o la fosfolipasa A1 (PLA1) que convierte PI en 2-araquidonoil-liso PI (2-AG-LPI) y luego a
2-AG por la enzima liso-fosfolipasa C (liso-PLC). Las vias de produccion de 2-DPG y 2-EPG
son actualmente desconocidas. 2-AG y AEA act@ian en los receptores CB; y CB.. El
enriquecimiento de DHA y EPA en la dieta disminuye el ARA de fosfolipidos y aumenta los
DHA y EPA de fosfolipidos, y favorece la produccién de endocannabinoides derivados de
DHA y EPA, mientras que el tratamiento in vitro de DHA y EPA aumenta las
concentraciones de 2-AG. DHA y EPA también regulan la actividad y los niveles de los

receptores CB1 y CB; (Figura 5) (78).
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Figura 5. Biosintesis e hidroélisis de los endocanabinoides (Tomada de 79).

Para la biosintesis de N-araquidonoiletanolamida (AEA), la fosfatidiletanolamina (PE) se convierte en N-
acilfosfatidiletanolamina (NAPE) por la accién de la enzima N-aciltransferasa (NAT) y posteriormente, la
NAPE-fosfolipasa D (NAPE-PLD) transforma NAPE y da lugar a AEA. La biosintesis de 2-araquidonoilglicerol
(2-AG) comienza con la hidrolisis regulada por la enzima denominada fosfolipasa C (PLC) de la membrana
lipidica fosfatidilinositol (PI), para generar diacilglicerol (DAG), que luego se convierte en 2-AGL por
diacilglicerol lipasa (DAGL). Después de unirse a los receptores de cannabinoides y activar sus funciones
biologicas, los endocannabinoides se eliminan mediante procesos enzimaticos especificos. La AEA se libera en
acido araquidonico (AA) y etanolamina por la amidohidrolasa de acido graso (FAAH) y la amidohidrolasa de N-
aciletanolamina (NAAA). El 2-AG se cataboliza en AA y glicerol por la monoacilglicerol lipasa (MAGL), o y B-
hidrolasa-6 (ABHD-6) y ABHD-12.
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Estudios recientes revelan la cascada de reacciones quimicas que convierte los acidos grasos
omega-3 en endocanabinoides por medio de la oxidacion enzimatica de los endocanabinoides
por el citocromo P450, ya que existe una producciéon enddgena de metabolitos lipidicos
procedentes de los 4cidos grasos omega-3 que se originan a partir de la perturbacion entre las
vias metabolicas de los endocanabinoides y la via del citocromo P450 (CYP) epoxigenasa.
Los epdxidos endocanabinoides se derivan del DHA y del EPA, dando como producto acido
epoxieicosatetraenoico-etanolamida (EEQ-EA) y é4cido epoxidocosapentaenoico-etanolamida
(EDP-EA), respectivamente. Tanto EEQ-EA como EDP-EA se encuentran de forma
endogena en el cerebro y 6érganos periféricos. Estos metabolitos se producen directamente por
epoxigenacion directa de los endocanabinoides docosahexanoil etanolamida (DHEA) y
eicosapentaenoil etanolamida (EPEA) por células microgliales y por el CYP2J2, teniendo
como funcién la disminucion de la produccion de citocinas pro-inflamatorias como IL-6 y el
aumento de las citocinas anti-inflamatorias, como IL-10, a través de la activacion del receptor

CB: (80).

Efecto de los acidos grasos omega-3 sobre células tumorales

Los 4acidos grasos omega-3 tienen efectos anti-proliferativos e inhibidores de crecimiento en
células dafiadas. Se han realizado estudios donde confirman que estos compuestos tienen un
efecto anti-migratorio y anti-proliferativo sobre las células tumorales. Debido a su afinidad
lipidica, pueden activar, por medio de la activacion de canales de calcio, a las proteinas
cinasas A, dependientes del AMPc y las proteinas cinasas C, dependientes de Ca*2, las cuales
regulan la proliferacion y migracion de células tumorales. Estas tienen sitio en reaccion a
diversos factores de crecimiento y dan lugar a diversas reacciones celulares, como

diferenciacion, proliferacion, apoptosis y migracion (81, 82).

Existen varios estudios donde se habla de los efectos del DHA contra el cancer, ya que se ha
reportado que inhiben tanto el crecimiento como la proliferaciéon mediante la suspension del
ciclo celular en la fase de Go/G1, que es mediada por la proteina Forkhead box M1 (FOXM1),
que es un factor de transcripcion. También activan la autofagia y la apoptosis en células
tumorales debido a la acumulacion de p53, la desregulacion de supervivencia y la activacion
de la caspasa-3, ya que el DHA funciona como un regulador para estos factores, lo cual, de

cierta forma, se puede considerar como un anticancerigeno (83-86).

Se ha demostrado que el DHA inhibe el crecimiento e induce la muerte celular apoptdtica y

autofagica en varias lineas celulares de cancer. Se han dado tratamientos de las células de
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GBM con DHA, dando como resultado el aumento de la actividad autofagica, como lo revela
el aumento de los niveles de LC3-II, proteina soluble que teniendo forma citosolica es
conocida como LC3-I, que es conjugada a fosfatidiletanolamina para formar LC3-
fosfatidiletanolamina conjugada (GFP-LC3), la cual se recluta para las membranas
autofagosomales, por lo que refleja la actividad autofagica inducida por la deprivacion de
nutrientes y que puede llegar a la muerte celular autofagica (87). La activacion del flujo
autofagico, junto con la activacion de la proteina quinasa activada por AMP (AMPK),
disminuye los niveles de Akt fosforilado y la actividad de mTOR (diana de rapamicina en
células de mamifero). Esto es importante, ya que al activarse producen sefiales de autofagia,
tanto por la liberacion del p53 y la activacion de la caspasa 3, lleva a la apoptosis celular.
Dichos estudios se han realizado especificamente en lineas celulares de glioblastomas, lo que

da un mejor soporte para un tratamiento conjunto a los actuales (83).

Adicionalmente, la suplementacion con DHA favorece la respuesta inmunologica al promover
la liberacion de DAMPs (patrones moleculares asociados al dafio celular), como la proteina de
choque térmico HSP90 y la proteina no histonica HMGBI1. Asimismo, la inducciéon de
autofagia debido al tratamiento con DHA amplifica la apoptosis en las células tumorales
debido a la inhibicion del factor mTOR (un regulador negativo del inicio de la autofagia) por
parte de DHA, mediante la activacion de AMPK y la inhibiciéon de PI3K/Akt y se ha visto
que el DHA promueve tanto la apoptosis como la autofagia simultineamente en tumores

solidos in vivo e in vitro (20-22, 88, 89).

El DHA también inhibe la fosforilacion de STAT3 (transductor de sefal y activador de
transcripcion 3) en células tumorales. La inhibicion de STAT3 en las células tumorales esta
involucrada en el proceso apoptético debido al DHA, ya que la desfosforilacion de STAT3 se
asocia con la muerte de las células cancerosas y el tratamiento con inhibidores de fosfatasas
inhibe la muerte de las células cancerosas. Este estudio se llevd a cabo en células tumorales
monociticas y también se ha encontrado en células tumorales de prostata y de mama. Debido
a esta evidencia, la suplementacion con DHA se considera como una alternativa terapéutica
importante para el tratamiento de patologias que requieran la modulacién de la respuesta
inmunologica y el funcionamiento neuronal y por lo tanto, puede ser efectiva en el

tratamiento del glioblastoma (20-22, 88, 89).
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2. Planteamiento del Problema:
El glioblastoma es el tipo de cancer de cerebro mas frecuente, que esta clasificado por la OMS
como tumor primario grado IV, por su origen y gravedad. A pesar de que en su tratamiento se
emplean terapias combinadas de alta agresividad, la tasa de mortalidad en este tipo de tumores
es superior al 90%. Los tratamientos actuales para glioblastomas no garantizan que las células
cancerigenas se erradiquen totalmente, por lo que se estan investigando nuevos farmacos y
tratamientos para disminuir los efectos secundarios y causar el menor dafio posible al

organismo.

Diversos estudios muestran al sistema endocanabinoide como un mecanismo fisiologico
importante para evitar el desarrollo de células tumorales en diversos tipos de cancer. Este
sistema regula multiples funciones fisioldgicas, entre las que se encuentran la proliferacion,
diferenciacion y supervivencia celular. Se han descrito predominantemente efectos
inhibitorios de los endocanabinoides sobre el crecimiento tumoral, angiogénesis, migracion y

metastasis, sin hacer dafio al tejido y las células sanas del cerebro.

Asimismo, los endocanabinoides tienen estrecha relacion con los acidos grasos esenciales
omega-3, dado que ambos comparten precursores lipidicos similares y sus concentraciones en
el organismo se afectan mutuamente. Los acidos grasos omega-3 también presentan efectos
importantes sobre el metabolismo y supervivencia celular. Entre ellos, el 4&cido
docosahexaenoico (DHA) tiene funciones de proteccion e inhibicion del crecimiento de las

células tumorales.

A pesar de que diversos estudios han demostrado la funcidon protectora e inhibitoria tanto del
sistema endocanabinoide como del DHA sobre las células tumorales, la relacion que existe
entre ambos sistemas para lograr estos efectos aun no ha sido estudiada. Por lo tanto, el

presente proyecto plantea la siguiente pregunta de investigacion:
Pregunta de investigacion

(Como se relaciona la expresion de receptores para endocanabinoides con la suplementacion

con DHA en células de glioblastoma humano?
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3. Hipétesis:

Hipotesis Alterna
La suplementacion de DHA incrementa la expresion de receptores para

endocanabinoides en células de glioblastoma humano.
Hipotesis Nula

La suplementacion de DHA no afecta la expresion de receptores para

endocanabinoides en células de glioblastoma humano.
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4. Objetivos:
Objetivo General
Identificar cambios en la expresion de receptores para endocanabinoides en lineas celulares de

glioblastoma humano suplementadas con DHA.

Objetivos Especificos
e Establecer el nivel basal de expresion de receptores para endocanabinoides en cultivos
celulares de la linea de glioblastoma humano U87MG, antes del tratamiento con DHA,
por medio de western-blot y microscopia de fluorescencia.
e Suplementar directamente a las células de glioblastoma en cultivos con DHA puro, a
diversas concentraciones y tiempos de exposicion.
e Determinar si existen cambios en la expresion de receptores para endocanabinoides en

las células de glioblastoma después de la suplementaciéon con DHA.
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S. Justificacion:
El glioblastoma es la tumoracion cerebral de un grado mayor y mas usual, con una
supervivencia al afio y 5 afios de 39.3% y 5.5%, correspondientemente, y debido a su
naturaleza infiltrativa y proximidad a estructuras criticas, la reseccion completa rara vez es
posible. Debido a su letalidad, el tratamiento para glioblastomas incluye terapias
multimodales con cirugia, radioterapia, quimioterapia y medicamentos dirigidos. El
tratamiento farmacologico causa efectos secundarios severos, como fatiga, dolor, nduseas,
vomito, en ciertos casos diarrea o estrefiimiento, pérdida del apetito, alopecia, estos efectos
secundarios son debidos a que los farmacos no solamente actiian sobre las células de cancer,
sino también sobre las células sanas. A pesar del uso de todos estos tratamientos, no se han
encontrado alternativas utiles para incrementar la supervivencia o mejorar significativamente

la calidad de vida de los pacientes.

A causa de ello, se continua la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas. Entre ellas, las
modificaciones dietéticas, como una buena alimentacion rica en acidos grasos omega-3, han
mostrado su utilidad como inmunomoduladores e inhibidores del crecimiento tumoral en
varios modelos experimentales. El uso del DHA como un adyuvante en terapia
anticancerigena ha mostrado su efectividad en modelos de cancer de mama, colon y prostata;
no obstante, los mecanismos que promueven estos efectos a nivel celular ain no han sido

plenamente esclarecidos.

Igualmente, multiples estudios muestran al sistema endocanabinoide como un mecanismo
fisiologico importante en la regulacion del sistema inmunoldégico y en el crecimiento y
apoptosis de células tumorales en diversos tipos de cancer. Los endocanabinoides, a su vez,
tienen estrecha relacion con los acidos grasos esenciales omega-3, dado que ambos comparten
precursores lipidicos y sus concentraciones en el organismo se afectan mutuamente, teniendo

como caracteristica comun el evitar la proliferacion y desarrollo de células tumorales.

Debido a que los acidos grasos omega-3 se relacionan con la produccion de endocanabinoides
y a que dicho sistema se relaciona igualmente con el control del metabolismo, proliferacion y
supervivencia celular en tumores, es de interés conocer los mecanismos que relacionan ambos

sistemas, para determinar estrategias que permitan el empleo de estos en la practica clinica.
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6. Materiales y Métodos
El estudio se realiz6 en el Laboratorio de Neuroquimica, Facultad de Medicina de la

Universidad Auténoma del Estado de México, Toluca, Estado de México, México.

6.1. Diseiio de estudio
Tipo de estudio

Experimental, prospectivo, comparativo.

Universo de estudio

Cultivos de células derivadas de glioblastoma humano: linea celular US7MG.

Meétodo de muestreo

Por conveniencia

Tamario de muestra

5 millones de células por muestra, por triplicado.

6.2. Procedimientos
Cultivo de la linea celular
Las células que se utilizaron en este proyecto son pertenecientes a la linea celular US7MG,
derivadas de células de glioblastoma humano. Las cudles se encontraron disponibles en el
Laboratorio de Neuroquimica de la Facultad de Medicina de la Universidad Autéonoma del
Estado de México. Se utilizaron los métodos para cultivo celular de la ATCC (American Type
Culture Collection), especificos para la linea celular US7MG. Todos los procedimientos de

cultivo celular se realizaron en esterilidad.

1. Descongelacion
Los viales de la linea celular, almacenados a -70°C, se descongelaron a 37°C en bafio de agua
por 2 minutos, hasta que estuvieron parcialmente descongeladas. Las muestras se encontraban
con Dimetil Sulféoxido (DMSO), que es una sustancia criopreservadora que a temperatura
ambiente es toxica para las células. Después de que estuvieron parcialmente descongeladas, se
pasaron a hielo. La descongelacion fue rapida, para evitar la muerte de las células. Las células
fueron lavadas con tampon fosfato salino (PBS), el cual comprende cloruro sddico, fosfato
sodico, cloruro de potasio y fosfato de potasio, este se asemeja al liquido extracelular del
organismo. La osmolaridad que tiene la solucién coincide con la del cuerpo humano, ya que
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es una solucion isotonica y su pH es de 7.4. Mas adelante, las células se centrifugaron a 2,500
rpm por 10 minutos a 20°C. Se quitdé la solucion criopreservadora con mucho cuidado,
después se agregd mas PBS y se volvid a centrifugar. Las células sedimentadas se
homogenizaron con medio Eagle minimo esencial modificado de Dulbecco (DMEM), que
contiene una mezcla de aminodcidos como L-glutamina, que suministra nitrogeno para el
NAD, el NADPH y los nucleétidos y ayuda como un origen de energia secundaria para el
metabolismo; glucosa y galactosa, debido a que son la principal fuente de energia; sales
inorganicas, que asisten al sostenimiento del equilibrio osmético y a ajustar el potencial de
membrana al proveer iones de sodio, potasio y calcio, y; suero, que es una complicada
suspension de albumina, factores de crecimiento e inhibidores del crecimiento; es uno de los
elementos con mayor importancia de los medios de cultivo celular y ayuda como fuente de
aminodcidos, proteinas y vitaminas, el cual fue completado con 7.5% de suero fetal bovino
(SFB), que aporta factores de crecimiento y micronutrientes, los cuales complementan de
manera adecuada los requerimientos metabdlicos que aseguran la proliferacion y adhesion
celular, ademés del 1% de antibidticos (estreptomicina y penicilina) y anfotericina, ya que
estos evitaron la contaminacion y el crecimiento de microorganismos, como bacterias y
hongos. El medio DMEM permiti6 el crecimiento celular in vitro, proveyendo los nutrientes
claves necesitados por la célula y se colocaron en cajas Petri de 100x15c¢m con cultivo celular
para incubarse a 37°C, con 5% CO2 en incubadora para cultivo celular. Se cambiaron el

medio al dia siguiente para quitar los restos de DMSO que hayan quedado.

2. Cambio de medio DMEM

e Los cambios de medio de cultivo varian en cuestion de dias, dependiendo del
recipiente que se haya utilizado para el sembrado de las células.

e Para botellas de cultivo celular de 75cm?, el cambio de medio de cultivo debe de
realizarse cada 3 dias.

e Para caja Petri de 100x15cm, el cambio de medio de cultivo debe de realizarse cada 2
dias.

e Para caja de 6 pozos, el cambio de medio de cultivo debe de realizarse cada dia.

El cambio de medio de cultivo sirve para reponer los nutrientes y eliminar los productos de
degradacion. Si se observa que el medio se torna naranja-amarillento, significa que el pH
cambid y denota una acidificacion en este. La linea celular puede mantenerse, antes de entrar

a senescencia, entre 50 a 70 pases. Las células tienen la caracteristica de adherirse al fondo de
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la caja o botella. Una vez que las células comienzan a crecer y alcanzan una monocapa

confluente, es necesario separarlas para evitar que mueran.

Tripsinizacion

Este proceso se realizd peridodicamente, ya que es parte del mantenimiento de las lineas
celulares y se realizé antes de que el envase este completamente lleno de células, para evitar
su muerte. La tripsina es una enzima que deshace los enlaces de las proteinas por medio del
proceso de hidrolisis. En cultivos celulares de células adherentes se utiliza para desunir las
células de la superficie de crecimiento y poder sostenerlas en suspension. Sin embargo, si las
células se suspenden mucho tiempo en tripsina, esta dafia las células. Por ello, se debe inhibir
la tripsina utilizando medio de cultivo, porque este contiene suero, que inhibe la accion de la

tripsina.

Pasos:
* Se removi6 el medio de cultivo DMEM.
» Las células se lavaron cuidadosamente con PBS dos veces.
* Se removio la solucion PBS.
* Se agreg6 una solucién de tripsina/EDTA (4cido etilendiaminotetraacético), el cual es
un agente quelante que eliminard los cationes divalentes presentes en el medio que
median la interaccion célula-substrato, (0.05% - EDTA 0.53 mM).
* Se incubaron a 37°C durante 2-3 minutos, checando peridodicamente y se dieron unos
pequetios golpes para ayudar al despegue de las células.
* Se afiadio posteriormente el medio DMEM con suero, para inhibir la tripsina. Se
agreg6 la misma cantidad que se agreg6 de tripsina/EDTA.
* Se centrifugaron por 5 minutos a 3,000 revoluciones por minuto.
* Se quito el sobrenadante con cuidado.
* Se resuspendieron en 1 mililitro de medio de cultivo.

* Se contaron las células en la cdmara de Neubauer (Figura 6).
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Figura 6. CaAmara de Neubauer (Tomada de 90).

Proceso de conteo de células.

* Se tomaron 10 pL. de la suspension de células y se mezclaron con 90 microlitros de
azul tripano al 0.4%.

* Se contaron las células en la cdmara de Neubauer. Las células que estuvieron
coloreadas de azul no se contaron, porque estan inactivas, ya que el azul triptano es un
coloide que se mete en el interior de las células que presentan rupturas en la membrana.
Asi pues, las células que se muestran de color azul son consideradas no servibles y estas
no se contaron.

* Se resembraron las células en el medio DMEM

e Las células se incubaron a 37°C, con 5% COsx.

Suplementacion con DHA en el medio de cultivo
Se adicion6 DHA puro, marca SIGMA con nimero de catdlogo D2534 Lot# SLCC6206,
directamente en el medio de cultivo celular a concentraciones de 50, 100 y 150 uM, durante

24,48 0 72 horas.

Determinacion de la expresion de proteinas por western blot
Este procedimiento se realizd antes y después de la suplementacion con DHA a las lineas

celulares.

1. Extraccién de proteinas
Buffer de lisis:

* 10 mL de Tris 0.5M pH 6.8

* 50 uL de EDTA 0.2M pH 8.0

* 200 pL de EGTA 50mM pH 7.9
* 102 pL de B-mercaptoetanol
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* 1 mL de IGEPAL

Nivelar hasta el volumen de 100 mL con agua destilada, almacenar la solucién en una botella
de color &mbar o envuelta en papel de aluminio a 4°C. La solucidén permanece estable durante

aproximadamente un mes si se almacena en condiciones adecuadas.

Completar con inhibidores de proteasas antes de usar:

* 5 uL/mL de Leupeptina (5 mg/mL).

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

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

* 20 pL de Na3VO4 (100 mM). Opcional, este inhibidor desactiva fosfatasas de
tirosina.

* 100 pL/mL de NaF (500 mM). Opcional, este inhibidor desactiva fosfatasas de
serina.

Se agregd buffer de lisis a la capa de células dependiendo del tamafio del pozo o frasco de
cultivo.

* 50 pL para placas de 12 pozos

* 70-100 pL para placas de 6 pozos

* 200-300 pL para frascos de 25 cm
* 500-1000 pL para frascos de 75 cm

Nota: la cantidad puede variar dependiendo de la confluencia de la capa celular.

Una vez agregado el buffer, se rasparon las células con un embolo de una jeringa de 1 mL o
con un raspador de células. Se recuperarén las células en un tubo de 1.5 mL y se incubar6on en
hielo 45 minutos, haciendo vortex cada 15 minutos. Transcurridos los 45 minutos en hielo, se
centrifugaron a 13,000 revoluciones por minuto por 25 minutos. Se recuperaron el
sobrenadante en un tubo limpio y etiquetado. Se dosificaron las proteinas por el método de

Bradford.

Nota: Si las proteinas no se usan inmediatamente pueden guardarse a -20°C por 1 o 2

s€manas.

2. Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford (BIO-RAD)
Estandares de albumina
Solucidon de trabajo: albumina bovina 2 mg/mL

Se prepararon los éstandares como se indica en la siguiente tabla.
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Concentracion (mg/ml) Albumina (2 mg/mL) Agua destilada
0.1 50 uL 950 uL
0.2 100 pL 900 uL
0.4 200 pL 800 pL
0.6 300 uL 700 uL
0.8 400 uL 600 uL
1.0 500 uL 500 uL
1.2 600 uL 400 uL

Los tubos se guardaron a 4°C.

Se alisto el reactivo de para cuantificar proteinas por el método de Bradford con agua
destilada a una dilucién de 1:4. Se alist6 lo equivalente a 200 pL/pozo (se prepard extra para
unos 4-6 pozos). En una placa de 96 pozos, se colocaron 5 uL de los estdndares en dos pozos
dejando vacios, los dos primeros pozos como blanco (solo mezcla Bradford). Se mezclo la
muestra con el vortex y se afiadié 1 uL de cada muestra por duplicado. Se utiliz6 el buffer de
lisis como control negativo (para verificar que el buffer solo no reacciona con el Bradford). Se
agreg6 200 uL/mL por pozo, se agitd ligeramente, se removiod las burbujas con una punta y se
ley6 la absorbancia a 595nm. Se calcul6 la concentracion de proteina en las muestras en
relacion con la concentracion de los estandares, empleando regresion lineal. Se alistaron las
muestras a una concentracion de 1 pg/uL, considerando que se tiene que agregar “sample
loading buffer” (SLB) 4x (la concentracion final del buffer de carga es 1X). Las muestras se
colocaron en un bafio seco 5 min a 95°C y al terminar este tiempo, se incubaron otros 5 min
en hielo antes de utilizarlas para la separacion de proteinas. Cuando se presentd volumen de
evaporacion en la tapa del tubo, las muestras se centrifugaron 1 min a 13,000 rpm para no

perder volumen por el agua evaporada.

Buffer de carga de muestra (SLB) 4X

* 3.8 mL de agua destilada

* 1 mL de Tris 0.5M pH 6.8

* 0.8 mL de Glicerol

* 0.4 mL de azul de bromofenol al 1%
* 1.6 mL de SDS 10%
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El buffer se alicuotd en tubos de 1.5 mL con 950 uL de la mezcla y fueron almacenados a -
20°C. Previa al uso de cada tubo, se completd con 50 puL por tubo de 2-B-mercaptoetanol. El

tubo que ya tiene mercaptoetanol se guardo a 4°C.

3. Preparacion de geles de acrilamida

Acrilamida/Bis 30%, 2.67%

* 146 g de acrilamida (altamente neurotoxica, utilizar guantes, bata y cubrebocas)

* 4 g de N’N metileno-bis acrilamida

Se disolvio en 300 mL de agua. Cuando estuvo disuelta, se completé a 500 mL y se filtr6 con

gasa. Se guard6 a 4°C en un frasco ambar o frasco envuelto en papel aluminio.

Preparacion del gel de corrida (running gel) 10%

6% 7.5% 10% 12%
Agua destilada | 5.3 mL 4.8 mL 6.97 mL 3.3mL
Tris 1.5M pH | 2.5 mL 2.5mL 4.25 mL 2.5mL
8.8
SDS 10% 100 uL 100 uL 170 uL 100 uL
Acrilamida/Bis | 2.0 mL 2.5mL 5.61 mL 4.0 mL
30%, 2.67
APS 10% 100 uL 100 uL 170 uL 100 uL
TEMED 25 uL 25 uL 34 uL 25 uL
Volumen total | 10 mL 10 mL 17 mL 10 mL

Preparacion del gel de apilamiento (stacking gel) 4%

4%
Agua destilada 6.1 mL
Tris 1.5M pH 8.8 2.5mL
SDS 10% 100 uL
Acrilamida/Bis 30%, 2.67 1.33 mL
APS 10% 100 uL
TEMED 25 uL

36



Volumen total 10 mL

Se prepararon los geles al porcentaje deseado, limpiando previamente los vidrios con etanol al

70%

Se preparo el buffer de corrida del concentrado 5X.
Buffer de corrida (running buffer) 5X

* 15 g de Tris base
* 72 g de Glicina

Se disolvié en 700 mL de agua destilada y se completo a 1 L, filtrar con gasa. Se almaceno a

temperatura ambiente.

Buffer de corrida 1X

Running buffer 5X 200 mL
SDS 10% 10 mL
Agua destilada 790 mL

Una vez ensamblada la cadmara de electroforesis, se llend con buffer de corrida y se
removieron los peines cuidadosamente para no dafiar los pozos. En el primer pozo, se
agregaron 3uL del marcador de peso molecular. En los pozos subsecuentes, se cargaron 30ug
de proteina por muestra (previamente calentadas y centrifugadas). Se corrié a 100V, hasta que

el frente de corrida llegue al fondo del gel.

Nota: los ng de proteina pueden variar dependiendo el anticuerpo primario. Para algunos que

estan mas diluidos, se debera cargar de 50 a 100 pg de proteina.

4. Transferencia de proteinas en membrana PVDF
Buffer de transferencia (25 mM Tris, 192 mM Glicina, 20% metanol)
Cuando la migracion de las proteinas termind, se desensamblaron los geles, se cort6 el gel de

apilamiento y se remojo el gel en buffer de transferencia.

Por cada gel se prepararon:
* 1 membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF): es un fluoropolimero termopléstico

altamente inerte quimicamente. Se emplea en condiciones que requieren mucha pureza,
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fortaleza y elevada resistencia a acidos, bases y disolventes. Esta membrana se utiliza
por su capacidad para adsorber polipéptidos de forma inespecifica (cortar del tamafio
del gel para economizar) y se cortd una pequeiia pestafia en la esquina derecha.

* 4 papeles whatman gruesos, los cuales son filtros estandares de referencia mundial por

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

Las membranas se hidrataron en metanol absoluto por un periodo de 30 segundos y después
se enjuagd con buffer de transferencia aproximadamente por 1 o 2 minutos. Se empaparon las
esponjas y los papeles whatman con buffer de transferencia. Se prepard el sandwich de
transferencia como se indica a continuacion:
* Esponja/2 papeles whatman/gel (con el marcador de peso molecular en el lado
derecho)/membrana (con la esquina cortada en el mismo lado del marcador de peso
molecular)/esponja.

* En cada paso eliminar las burbujas en cada paso, rodando una pipeta.

En la transferencia en cdmara humeda se llend e insert6 el casete con cuidado para no crear
burbujas, se afiadid un poco mas de buffer y transferir a 60mA ~30V por toda la noche a 4°C.

Al terminar el tiempo de transferencia se sacd la membrana y se enjuagd en TBS-Tween 20.

TBS 10X

* 80 g NaCl
*24.2 g Tris base
Se disolvié en 800 mL de agua destilada, se ajustdo pH a 7.6 con HCl y se ajust6 el volumen

finala 1 L.

TBS 1X-Tween 20

* 100 mL de TBS 10X
* 1 mL de Tween 20 (concentracion final 0.01%)
* 899 mL de agua destilada

5. Incubacién de las membranas con los anticuerpos
Para reducir el riesgo de union inespecifica, la membrana se bloquedé durante 1 hr a
temperatura ambiente con albumina bovina al 1% en TBS-Tween segln sea la indicacion (1 o
5 g de albumina bovina por cada 100 mL de TBS-T). Las membranas fueron bloqueadas toda
la noche a 4°C en agitacion. Se incubd el anticuerpo primario previamente diluido (en

albumina) 1 hr a temperatura ambiente o toda la noche a 4°C en agitacion. Se lavo 3 veces 5
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min con TBS-Tween. Se incubd la membrana con el anticuerpo secundario 1hr a temperatura
ambiente. Se lavo 3 veces Smin con TBS-Tween. Se desarrolld la membrana con el método

disponible en el laboratorio (diaminobenzidina).

Nota: Las diluciones de los anticuerpos varian seglin el fabricante, asi como el tiempo de

incubacion y la solucion en la que se diluyen.

Otras soluciones:
Persulfato de amonio 10% (APS 10%)

1 g de persulfato de amonio se disuelve en 10 mL de agua destilada. Guardar a 4°C.

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

a 100 mL con agua.

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

100 mL con agua.

Lauril sulfato de sodio 10% (SDS 10%)
10 g de SDS, disolver en 70 mL de agua destilada, evitando hacer espuma, completar a 100

mL con agua.

Determinacion de la expresion de proteinas por microscopia de fluorescencia
Este procedimiento se realizé antes y después de la suplementacion con DHA en el medio de

cultivo.

Sembrado celular en cubreobjetos

Se limpiaron los curbeobjetos a utilizar con alcohol al 70%. Una vez limpios los cubreobjetos,
se colocaron en la caja de 6 pozos, a la cual se le agregd alcohol al 70% y se dejoé en la
campana con luz UV hasta que la caja esta seca completamente. Los cubreobjetos quedaron
fijos a la caja donde las células fueron cultivadas. La migracién de las células se realizé de
acuerdo con el procedimiento de tripsinizacion y después las células fueron sembradas

directamente sobre los cubreobjetos, que estaban ya esterilizados y colocados en la placa de
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cultivo celular de 6 pozos, donde se agregaron 1.5 mL de medio de cultivo completo para la

supervivencia de las células.

Buffer de bloqueo
PBS + Tritéon 6 PBS + Tween

BSA 1%

Buffer de lavado PBS 1x + Tween 20

1 mL de PBS + 1 pL de Tween 20, guardarlo en refrigeracion 4°C.

Buffer de lavado PBS 1x + Triton
10 mL de PBS + 30 pL de Triton.

Tincion de inmunoflorescencia

* Una vez que hubo suficientes células en los cubreobjetos (estas aun deben tener

espacio entre ellas), se removio6 el medio de cultivo.

* Se hicieron lavados con 1ml de PBS en agitacion, este debe cubrir todo el pozo.

* Se removio el PBS.

* Procedimiento metanol -20°C.

Se agregd 1.5 mL de metanol -20°C, se mantuvé en refrigeracion por 15 min.

Se hicieron 3 lavados con PBS-Triton.

Se retird el PBS-Triton, se agrego el bloqueo con PBS-Triton + BSA 1%, se dejo
1 hora en agitacion.

Se retir6 el bloqueador y se hicieron 3 lavados con PBS-Triton.

Se retird el PBS-Triton y se afladieron los anticuerpos primarios, tomando en
cuenta la siguiente proporcion 1:100 diluidos en PBS-Triton.

Se dejo6 incubando a 4°C durante la noche en oscuridad.

Se lavaron con PBS-Tritén, 3 veces por 5 min cada vez.

Se agregaron anticuerpos secundarios, a una dilucion de 1:200, y se incubaron por
2 horas a 4°C, en oscuridad.

Se lavaron con PBS-Triton.

En un portaobjetos se agregd 35uL de Vectashield.

Se coloco el cubreobjetos cuidando que el lado que contiene las células toque el

portaobjetos.
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* Se dejo secar y posteriormente se colocd barniz alrededor del cubreobjetos para
sellar.

* Se observd a microscopio de fluorescencia Nikon Ti, empleando objetivos 20x y
60x.

NOTA: Dilucién 1:100= 1 pL de anticuerpo y 99 pL de PBS-Tritén o PBS + Tween 20.
La informacion de los anticuerpos, compailia y nimero de catdlogo se proporcionard una vez

que se empiece con la experimentacion.

Andlisis de la expresion de receptores para endocanabinoides
El analisis de la expresion dependié de los métodos de western blot y microscopia de
fluorescencia, por medio de densitometria y valores de intensidad media de fluorescencia y

namero de células positivas para cada marcador, mediante el programa Image J.

6.3. Variables de Estudio
. Variable independiente: Cultivo celular, suplementacion con DHA

. Variable dependiente: Expresion de receptores para endocanabinoides.
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Variable Definicion conceptual Definicion operativa Tipo de variable Escala de medicién | Analisis
Estadisticos
Cultivo celular Proceso mediante el que se | Siembra y cultivo de numeros | Independiente Cuantitativa Numero de
cultivan células individuales | especificos de células de lineas discreta / continua | células por
en condiciones controladas | celulares comerciales en muestra
fuera de un organismo vivo. | condiciones  controladas  de
incubaciéon (Medio de cultivo, Tiempo de cultivo
tiempo, 37°C, 5% CO»), in vitro.
Suplementacion ~ con | Adicion de acido | Adicion directa de | Independiente Cuantitativa 50, 100 o 150 uM
DHA docosahexaenoico concentraciones  variables de discreta
purificado a los cultivos | DHA al medio de cultivo celular 24,48 o 72 horas
celulares durante tiempos de exposicion
variables.
Expresion de | Disposicion de los | Rastreo de la disposicion de los | Dependiente Cuantitativa Densidad de la
receptores para | receptores de | receptores en las  células, continua banda en relacion
endocanabinoides endocanabinoides CB1 o | determinada por medio de al control de
CB2 en las células en | densitometria de las bandas de carga (valor
cultivo. proteina obtenidas por western arbitrario)

blot
Determinacion de la intensidad

media de fluorescencia de los

Intensidad media
de fluorescencia

(valor arbitrario)
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receptores  en
detectada por

fluorescencia

las  células,

microscopia de
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6.4. Implicaciones Bioéticas
El protocolo se envi6 a revision al Comité de Etica de Investigacién de la Facultad de Medicina
de la Universidad Autonoma del Estado de México. Cumpliendo con el Parte I y III, Articulo
315, Capitulo 1 del Titulo Decimocuarto, de la Ley General de Salud.

6.5. Recoleccion de datos
Se recolectaron los datos obtenidos por medio de los programas ImageJ y Nikon Viewer y se

compilaron en bases de datos con los programas estadisticos SPSS.

6.6. Analisis estadistico
En este estudio paramétrico, los datos obtenidos se analizaron mediante la prueba de ANOVA
de medidas repetidas, para comparacion de la expresion de los receptores entre grupos
experimentales y ANOVA de dos vias, para el andlisis del impacto de la concentracion y

tiempo de exposicion al DHA sobre la expresion de los receptores para endocanabinoides.
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8.2. Resumen del articulo:

Abstract

Glioblastoma is the most common primary tumor of the central nervous system. Despite
multimodal therapies, it has no effective treatment, and its mortality rate exceeds 90%.
Alternative therapies are being explored to improve life expectancy and quality of life for the
patients, as well as enhancing the effects of traditional pharmacological and radiological
treatments. Among these, nutritional supplementation with Omega-3 fatty acids has
demonstrated its usefulness in clinical settings, as it has significant antiproliferative and
proapoptotic effects on cancer cells. On the other hand, endocannabinoids are endogenous
substances that have also shown antiproliferative and proapoptotic effects on tumor cells and
may be produced directly from Omega-3 fatty acids. Despite their relationship, their possible
synergism has not been fully explored as a potential therapeutic alternative for the treatment of
cancer patients. The current study explored the potential effect of supplementation with
Omega-3 fatty acids on the expression of endocannabinoid receptors in human glioblastoma
cells. US7MG glioblastoma cells were supplemented in vitro with varying concentrations of
docosahexaenoic acid for up to 72 hours and their expression of endocannabinoid receptors
CB1 and CB2 was assessed by western blot and immunofluorescence. Results show a
significant dose-dependent increase in CB1 receptor expression in glioblastoma cells after 50
UM docosahexaenoic acid supplementation for 72 hours. Nonetheless, CB1 and CB2
expression was decreased in glioblastoma cells supplemented with docosahexaenoic acid at 100
uM, corresponding with increased apoptosis in these cells. Our results suggest that
supplementation with docosahexaenoic acid directly modulates endocannabinoid receptor
expression in human glioblastoma cells in vitro, which may be relevant for regulating their

antitumoral effect in vivo.

Resumen

El glioblastoma es el tumor primario mas comtn del sistema nervioso central. A pesar de las
terapias multimodales, no tiene un tratamiento eficaz y su tasa de mortalidad supera el 90%. Se
estan explorando terapias alternativas para mejorar la esperanza de vida y la calidad de vida de
los pacientes, asi como potenciar los efectos de los tratamientos farmacoldgicos y radiolégicos
tradicionales. Entre estos, la suplementacion nutricional con acidos grasos Omega-3 ha
demostrado su utilidad en entornos clinicos, ya que tiene importantes efectos antiproliferativos

y proapoptoticos sobre las células cancerosas. Por otro lado, los endocannabinoides son
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sustancias enddgenas que también han mostrado efectos antiproliferativos y proapoptdticos
sobre las células tumorales y pueden producirse directamente a partir de 4cidos grasos omega-
3. A pesar de su relacion, su posible sinergia no se ha explorado completamente como una
posible alternativa terapéutica para el tratamiento de pacientes con cancer. El estudio actual
explord el efecto potencial de la suplementacion con acidos grasos Omega-3 sobre la expresion
de receptores endocannabinoides en células de glioblastoma humano. Las células de
glioblastoma U87MG se suplementaron in vitro con concentraciones variables de acido
docosahexaenoico durante hasta 72 horas y se evalud su expresion de los receptores
endocannabinoides CB1 y CB2 mediante transferencia de Western e inmunofluorescencia. Los
resultados muestran un aumento dependiente de la dosis significativo en la expresion del
receptor CB1 en células de glioblastoma después de la suplementaciéon con 4cido
docosahexaenoico 50 uM durante 72 horas. No obstante, la expresion de CB1 y CB2 se redujo
en células de glioblastoma suplementadas con acido docosahexaenoico a 100 uM, lo que
corresponde a un aumento de la apoptosis en estas células. Nuestros resultados sugieren que la
suplementacion con acido docosahexaenoico modula directamente la expresion del receptor
endocannabinoide en células de glioblastoma humano in vitro, lo que puede ser relevante para

regular su efecto antitumoral in vivo.

54



