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RESUMEN

Los cannabinoides han captado el interés de muchos cientificos debido a sus
numerosas actividades en el tratamiento antineoplasico farmacologico, es por ello
que el presente estudio tuvo como finalidad demostrar el efecto citotoxico de los
cannabinoides (WINb5,212-2 mesylate), endocannabinoides (anandamida) vy
temozolamida, solos y en combinacion sobre la linea celular Glioblastoma
Multiforme Humano T98G.

Para este proposito se realizaron ensayos previos; siendo el método del
Acido Bicinconinico (BCA) el empleado para determinar la concentracion proteica
de la linea celular, y asi tener datos concretos para poder realizar la técnica analitica
de Western Blot y evidenciar la presencia del receptor cannabinoide CB; el cual se
expresa mediante la cantidad proteica del Glioblastoma Multiforme Humano T98G.
Estas pruebas fueron necesarias para confirmar la veracidad de los resultados del
ensayo de viabilidad celular con el que se determind el efecto citotoxico.

El trabajo de investigacion se realiz6 en los laboratorios de School of
Pharmaceutical Sciences de Massachusetts College and Health Science University.
Boston, USA, donde se prepararon los cultivos celulares de Glioblastoma
Multiforme Humano T98G, los cuales fueron usados para evaluar la concentracion
de proteinas, por el método ya descrito, y se manifestd que la linea celular empleada
es un buen modelo farmacol6gico debido al alto contenido de proteinas encontrado.
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Los cannabinoides son un grupo de compuestos presentes en la planta de
Cannabis Sativa L. Ellos median sus efectos fisioldgicos y de comportamiento
mediante la activacion de los receptores de cannabinoides especificos, por ello se
realizd la técnica analitica de Western Blot para evaluar la presencia del receptor
cannabinoide CB; en células de Glioblastoma Multiforme Humano T98G y se
demostré que la anandamida y el WIN55,212-2 mesylate exhiben cierta selectividad
por dicho receptor desempefiando un papel fundamental en la induccion de la muerte
celular.

Para el ensayo de viabilidad celular se utiliz6 una suspension de células de
Glioblastoma Multiforme Humano T98G, las cuales fueron sembradas en platos
transparentes de crecimiento de 96 pozos a diferentes concentraciones con medio sin
FBS. Las concentraciones aplicadas a las células de los compuestos estudiados
fueron: Anandamida (0.5, 3 y 10uM), WIN 55,212-2 mesylate (2.5, 5 y 10uM) y
Temozolamida (25, 50 y 100uM); en periodos de incubacion de 12, 24 y 48 horas
con el fin de demostrar el efecto citotoxico. Segun los resultados obtenidos de los
porcentajes de viabilidad se realizo el anlisis de varianza (ANOVA) seguido por el
test de Turkey, con la finalidad de encontrar diferencia significativa con el grupo
control.

Se pudo evidenciar la citotoxicidad y el potencial de accién antitumoral sinérgico
de la temozolomida con cannabinoides y endocannabinoides. Se mostré como estas
moléculas trabajan juntas para inhibir el crecimiento tumoral en las células gliales.
La anandamida y el WIN55,212-2 mesylate a una concentracion de 10uM con la
temozolamida a 25uM ocasiona una reduccion de la viabilidad celular (dafio celular)
cuando los receptores de cannabinoides se activan en Glioblastoma, es decir se
inhibe eficazmente la viabilidad celular generando un sinergismo sobre la linea
celular.

Estos resultados demuestran una nueva via para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas en el manejo de los gliomas malignos como Glioblastoma
Multiforme (GBM).

Palabras Claves: cannabinoides, anandamida, WINb55,212-2 mesylate,
temozolamida, receptor cannabinoide, tumor, cancer, apoptosis.
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ABSTRACT

Cannabinoids have caught the interest of many scientists due to their numerous
pharmacological activities in cancer treatment in cell inhibition is therefore the
present study aimed to demonstrate the cytotoxic effect of cannabinoids
(WIN55,212-2  mesylate) endogenous cannabinoids  (anandamide) and
Temozolomide alone and in combination on T98G Human Glioblastoma cell line.

For this purpose, preliminary experiments were performed; being the method of
bicinchoninic acid (BCA) used to determine the protein concentration of the cell line
and thus have concrete data to perform the analytical technique of Western blot
which shows the presence of the CB; cannabinoid receptor which is expressed by the
protein amount of T98G Human Glioblastoma. These tests were needed to confirm
the accuracy of the test results of cell viability with the cytotoxic effect was
determined.

The research was conducted in the laboratories of School Pharmaceutical Sciences
of Massachusetts College Health Science University. Boston, USA, where T98G
Human Glioblastoma cell cultures were prepared, which were used to assess the
protein concentration by the method described above, and showed that the cell line
employed is a good pharmacological model due to high protein found.

Cannabinoids are a group of compounds present in Cannabis Sativa L plant. They
mediate their physiological and behavioral effects by activating specific cannabinoid
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receptors, and therefore the analytical technique of Western blot was performed to
assess the presence of the receptor cannabinoid CB; on T98G Human Glioblastoma
cell line and demonstrated that anandamide and WIN 55,212-2 mesylate exhibit
some selectivity for this receptor plays a critical role in inducing of cell death.

For the cell viability assay cell suspension on T98G Human Glioblastoma cell line,
which were seeded on 96-well plates at different concentrations with medium
without FBS. Concentrations applied to cells of the compounds studied were:
anandamide (0.5, 3 and 10uM), WIN 55,212-2 mesylate (2.5, 5 and 10uM) and
temozolomide (25, 50 and 100uM); in incubation periods of 12, 24 and 48 hours in
order to demonstrate the cytotoxic effect. According to the results of the percentage
viability analysis of variance (ANOVA) followed by Turkey test, in order to find
significant difference with the control group.

It could identify cytotoxicity and potential synergistic antitumor action of
temozolomide with cannabinoids and endogenous cannabinoids. Showed how these
molecules work together to inhibit tumor growth in glial cells. Anandamide and
WIN55,212-2 mesylate at a concentration of 10uM with 25uM temozolomide results
in a reduction in cell viability (cellular damage) when cannabinoid receptors are
activated in Glioblastoma, effectively inhibiting cell viability generating synergism
on T98G Human Glioblastoma cell line.

These results demonstrate a new way to treat neurodegenerative diseases in the
management of malignant gliomas as Glioblastoma Multiforme (GBM).

Key words: cannabinoids, anandamide, WIN55,212-2 mesylate, temozolomide,

cannabinoid receptor, tumor, cancer, apoptosis.
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ABREVIATURAS

: Glioblastoma multiforme

- Acido desoxirribonucleico

: Araquidonil etanolamida 0 Anandamida
: Receptor Cannabinoide 1

: Cannabinoide

: Sistema endocannabinoide

: Temozolamida

: A%-Tetrahidrocannabinol

: Receptor Cannabinoide 2

: Transient Receptor Potencial Cation Channel
: G-protein coupled receptor 55
: Sistema Cannabinoide Endoégeno
: Sistema Nervioso Central

: Sistema Nervioso Periférico

: Guanosin trifosfato

: 2-araquidonil-glicerol

: Adenosin monofosfato ciclico
: Receptor cannabinoide 3

: Receptor abnormal

: Gen de la Calcitonina

: Neurokinina A

: Adenosine triphosphate

: N-Araquidonoil-dopamina

: Palmitoil etanolamida

: N-acil-fosfatidiletanolamina

: Enzima N-aciltransferasa

: Proteina kinasa A

: N-metil-D-Aspartato

: Acido araquidonico

. Fatty acid amide hydrolase

: Prostaglandinas
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HETE : Hidroxi-epoxi-eicosa-tri-enoicos

PGE, : Prostamida E,

A%-THC : A%-Tetrahidrocannabinol

DALN : Desacetil-L-nantradol o desacetilevonantradol
ACEA : Araquidonil-2-cloroetilamida

ACPA : Araquidonilciclopropilamida

PEA : Palmitoil etanolamida

12-HPETE  : 12-hidroxi-peroxi-eicosa-tetra-enoicos

GABA : Acido-y-amino butirico

Glu : Glutamato

FDA : Food and Drug Administration

VIH : Virus de inmunodeficiencia humana

SIDA : Sindrome de inmunodeficiencia adquirida

RE : Reticulo endoplasmatico

mTORC1 : Mammalian target of rapamycin complex 1
OMS : Organizacion Mundial de la Salud

RNA : Acido ribonucleico

TP53 : Gen que codifica la proteina p53

CDKN2 : Gen que codifica la proteina p16

CDK4/6 : Kinasa dependiente de ciclinas 4/6

LOH : Pérdida de heterocigosidad del cromosoma 10
PTEN : Gen que codifica el homologo de tensina y fosfatasa
EGFR : Receptor del factor de crecimiento epidérmico
MDM2 : Murine double minute 2

MRI : Magnetic resonance imaging

MTIC : Monometil triazenoimidazol carboxamida
AIC : 5-amino-imidazol-4-carboxamida

BME : Medio Basal de Eagle

MEM : Medio Minimo Esencial de Eagle

GMEM : Medio MEM de Glasgow

IMDM : Medio DMEM Modificado por Iscove

L-15 : Medio L-15 de Leibovitz
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F-10 : Medio F-10 de Ham

F-12 : Medio F-12 de Ham

DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle Medium

FBS : Fetal Bovine Serum

GFAP : Proteina fibrilar acida de la glia

MAO : Monoamino oxidasa

ATTCC : American Type Culture Collection

PBS : Buffer fosfato salino

DMSO : Dimetil sulféxido

MTS :([3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-
2H-tetrazolium)

SDS : Docecilsulfato

TBST : Tris-Buffer Saline Tween 10X

TBE : 3,3”,5,5’-Tetramethylbenzidine

PEG . Polietilenglicol

BCA : Acido Bicinconinico

RIPA : Ensayo Radio Inmuno Precipitacion

BSA : Estandar de albumina sérica bovina

WR : Reactivo de trabajo

PAGE : Polyacryl amide gel electrophoresis

TEMED : N,N,N’,N’-Tetrametil-etilenodiamina

HRP : Horse radish peroxidase

ANOVA : Andlisis de la varianza

MDR : Multidrug resistance
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INTRODUCCION

Los cannabinoides son un grupo de compuestos que se encuentran en la planta de
marihuana (Cannabis sativa L.). La marihuana ha sido utilizada tanto para fines
recreativos y medicinales desde hace varios siglos. Estos han demostrado ser eficaces
en el tratamiento de las naduseas y vomitos asociados con la quimioterapia del cancer
[10].

Los cannabinoides es uno de los impulsos de la investigacion cientifica méas activa
de estos tiempos, que ha permitido identificar los receptores que son activados o
inhibidos por estas sustancias, células dianas que forman parte de un nuevo “sistema
cannabinoide”, y que, como muchos otros sistemas es susceptible de manipulacion
farmacologica [6]. Este sistema permite su aplicacion en el tratamiento de diferentes
enfermedades neurologicas como el Glioblastoma multiforme (GBM), por ello
mediante la activacion de estos receptores se frena el crecimiento de gliomas
ocasionado por la citotoxicidad que ejercen [7].

El Glioblastoma multiforme es la forma mas comun y agresiva de tumor cerebral
primario maligno, con una tasa de supervivencia de menos de dos afios [1,2].
Actualmente, se cree que el desarrollo de nuevas terapias farmacologicas combinadas
puede ofrecer un mejor prondstico para los pacientes que sufren este tipo de cancer.
Generalmente el éxito del posible tratamiento se ve obstaculizado por diversos
factores tales como el rapido crecimiento, el alto grado de infiltracion y la extrema
resistencia a la quimioterapia exhibida por estos tumores. Por tanto es posible que

terapias combinadas puedan proporcionar mejores resultados que las que usan solo
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un farmaco [3]. El tratamiento para este tipo de cancer generalmente implica una
combinacion de cirugia, radioterapia y quimioterapia. La temozolomida es
especialmente util en la quimioterapia [4,5].

Este estudio se realizo para identificar el potencial de accion antitumoral sinérgica
y citotdxica de la temozolomida; un farmaco que ataca al DNA y que constituye el
patron de referencia actual en el manejo de los gliomas malignos [9], con
endocannabinoides y cannabinoides para mostrar cdmo estas moléculas trabajan
juntas para inhibir el crecimiento tumoral en las células gliales induciendo la
apoptosis.

Los cannabinoides usados en esta investigacion fueron la Anandamida un
cannabinoide endogeno natural y WIN55,212-2 mesylate que es un agonista
cannabinoide sintético potente [8]. Estos ejercen efectos antiproliferativos en cultivos
celulares de una amplia gama de lineas tumorales, como la linea celular de
Glioblastoma Multiforme Humano T98G que es un modelo in vitro utilizado en la
actualidad para la investigacion en neurociencia [11]; que fue potencialmente Util en

este estudio para la evaluacion del efecto citotoxico.
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HIPOTESIS

Dado que existe evidencia de accion antineoplasica de cannabinoides y
endocannabinoides, en diferentes tipos de cancer, es posible que el cannabinoide
enddgeno natural (anandamida) y el agonista cannabinoide sintético no selectivo
(WINb5,212-2 mesylate) en asociacion con la temozolamida, limiten el crecimiento
del tumor disminuyendo la proliferacion celular e induciendo la apoptosis de las

células de glioma.
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OBJETIVOS

1. Demostrar in vitro el efecto citotoxico de los cannabinoides, endocannabinoides y
la temozolamida; solos y en combinacion, sobre la linea celular Glioblastoma
Multiforme Humano T98G.

2. Demostrar un probable sinergismo de los cannabinoides, endocannabinoides con
la Temozolamida sobre la linea celular Glioblastoma Multiforme Humano T98G
en el tratamiento de Glioblastoma Multiforme.

3. Evidenciar la presencia del receptor CB; en células de glia (astrocitos) mediante
el ensayo de Western Blot, con la linea celular Glioblastoma Multiforme Humano
T98G.

4. Comprobar la selectividad de los cannabinoides y endocannabinoides con el
receptor CB; sobre las células patologicas mediante la viabilidad celular.

5. Demostrar en la linea celular Glioblastoma Multiforme Humano T98G que la
anandamida y el WINb55,212-2 mesylate son ligandos del receptor CB;

induciendo muerte celular (apoptosis).
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1.EL SISTEMA CANNABINOIDE ENDOGENO

Los cannabinoides constituyen un conjunto de compuestos psicoactivos
presentes en una resina secretada a partir de las hojas y brotes florecidos de la
planta de marihuana (Cannabis Sativa Linnaeus.) (Figura 1.1). El uso de esta
planta tiene una gran antigtiedad, particularmente en la India, se consumia en las
ceremonias religiosas tribales y también se tomaba como medicina. En el siglo
XI1X, se prescribia ampliamente en el mundo occidental para varias dolencias y
malestares, como la tos, fatiga, reumatismo, asma, jaquecas y reglas dolorosas.
Permanecio en la farmacopea de los Estados Unidos hasta el afio 1937, en el que
tras la aparicion de la Ley de Impuestos “Marijuana Tax Act” y la introduccion
de los analgésicos e hipnoticos sintéticos, se completé su derogacion como

medicina [10].

Figura I.1. CannabisSativa L.
Fuente: http://www.hablandodeciencia.com

La planta Cannabis Sativa L. contiene aproximadamente 400 compuestos
quimicos diferentes, de los que unos 60 son considerados dentro del grupo de los
cannabinoides. El punto de partida de la investigacion en el campo de los
cannabinoides puede situarse en el afio 1964, cuando los investigadores Gaoni y
Mechoulam realizaron el aislamiento y sintesis quimica del principio activo de la
Cannabis Sativa, el A’-Tetrahidrocannabinol (A°-THC) (Figura 1.2), quien posee
propiedades psicotrdpicas y medicinales [12]. Dicho hallazgo supuso el origen
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para afios de investigacion fructifera, los cuales se encuentran resumidos en las

referencias que se muestran en la Tabla I.1.

Figura 1.2. Estructura quimica del A’-Tetrahidrocannabinol.
Fuente: Elaboracion propia.

Tabla I.1. Resumen cronoldgico de los principales hitos en la
investigacion en cannabinoides.

Evento Fecha Referencia
Primeros usos médicos del Cannabis Sativa L. | 3000 A.C [10]
Aislamiento del A’-Tetrahidrocannabinol 1964 [12]
Cannabinoides sintéticos 1980-1988 [13]
Receptores cannabinoides 1988 [8]
Neurofarmacologia CB; 1988-1995 [8]
Aislamiento y bioguimica de la Anandamida 1992-1995 [8]
Neurofarmacologia de la Anandamida 1993-1997 [8]
Aislamiento y funciones del 2-araquidonil glicerol | 1995-1997 [6]
Identificacion del resto de receptores Década de
cannabinoides( CB2, TRPV1, GPR55) y las los noventa [6]
enzimas de sintesis de los endocannabinoides | en adelante

Fuente: Elaboracion propia.

Durante estos afios, los resultados de las investigaciones no solo se han
centrado en la explicacion de las bases farmacoldgicas de los efectos de los
cannabinoides, sino que los investigadores fueron capaces de demostrar que los
cannabinoides (CB) presentes en la planta producian sus efectos psicotrépicos
activando una serie de receptores presentes en las membranas de las células
nerviosas, sobre todo en las neuronas, los llamados receptores CB, receptores
que, de forma fisiologica, eran activados por una serie de sustancias
sefializadoras de naturaleza lipidica, los llamados endocannabinoides (eCB), y
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que ambos elementos, junto con las enzimas responsables de la sintesis y
degradacion de estos eCB, formaban parte de un nuevo sistema de comunicacion
cerebral que se denomino “Sistema Cannabinoide Enddgeno” (sCBe) [13]. Esto
ha supuesto un claro avance para el estudio de las importantes implicaciones de
los cannabinoides en la funcionalidad del Sistema Nervioso Central (SNC) asi

como en la expresion de la conducta.

1.1. Neurobiologia del Sistema Cannabinoide Endogeno

En la actualidad se conoce que el sCBe, constituye un nuevo sistema de
comunicacion intercelular, con funciones principalmente de tipo modulador, que
en el SNC servirian para facilitar los procesos sinapticos de sefializacion
retrograda; por tanto, tendria un papel critico en el control de un exceso de
transmision excitatoria o inhibitoria [14]. Actuaria, por tanto, como un sistema
de proteccion a nivel sinaptico y por extension, como un regulador de la

homeostasis neuronal y celular en general.

El comportamiento del sCBe al igual que otros sistemas de neurotransmision
del organismo, esta compuesto principalmente por receptores especificos de
membrana como el receptor cannabinoide CB;, densamente expresado en el
SNC; y el receptor cannabinoide CB,, localizado en el Sistema Nervioso
Periférico (SNP) y relacionado con el Sistema Inmune. Ademas el sCBe cuenta
con unos ligandos enddgenos que activan estos receptores, siendo los més
conocidos la anandamida y el 2-araquidonilglicerol [12]. La evidencia de la
existencia de un sCBe en el organismo ha proporcionado nuevas perspectivas de
investigacion en el campo de los cannabinoides cuyos objetivos se basan en
dilucidar el papel fisioldgico de este sistema asi como su mediacion en los
efectos centrales y periféricos de los cannabinoides exdgenos sobre el
organismo.
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1.1.1. Receptores cannabinoides

Los cannabinoides producen sus efectos sobre el organismo mediante la
activacion de receptores especificos de membrana. Hasta ahora, se han descrito
(clonado y aislado) al menos dos tipos de receptores, cuyas principales
caracteristicas se resumen en la Tabla 1.2. Estos receptores aparecen siempre
acoplados a proteinas que unen GTP, por tanto, se trata de receptores
metabotropicos, que se han llamado receptor CB;, que fue el primero en ser
descrito y es el responsable de la psicoactividad de algunos componentes de la
Cannabis Sativa [15], y receptor CB,, que fue el segundo tipo de receptor CB
descrito y al que inicialmente se relacioné casi exclusivamente con las células
del Sistema Inmune, aungue posteriormente se le ha identificado también en

algunos otros tejidos, incluyendo el propio SNC [16].

OH

2-Araquidonil glicerol

O
— — NH,
= — Virodamina
OH
— — OH
— N Noladin éter

Figura 1.3.Estructura de algunos de los endocannabinoides mas
representativos.
Fuente: http://www.sebbm.com
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Tabla I.2. Principales caracteristicas de los receptores CB; y CB:.

Receptores CB; Receptores CB,
e SNC ,
., . . e (Células del
Localizacion e Terminales nerviosos Si
P istema Inmune.
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- Desacetil-levonantradol
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- WIN-55,212 (cannabinoide

sintético)

SR141716 o Rimonabant

AM251

LY320135 e SR144528

Taranabant e AMG630

Surinabant

Fuente: Elaboracion propia.

Antagonistas

El receptor CB; es un polipéptido de 476 aminoacidos que fue caracterizado
farmacologicamente utilizando el cannabinoide sintético (-)-CP-55.940. Este
receptor media, entre otros, los efectos psicoactivos de los cannabinoides. En
humanos, su gen se encuentra localizado en la region q14-q15 del cromosoma 6
[17].

Localizacién: Es un miembro de la super familia de receptores acoplados a
proteinas Gj, que se inserta en la membrana plasmatica, donde se une tanto al
AS-THC como a los endocannabinoides, caracterizados por poseer siete
dominios transmembranales en su estructura. Ha sido localizado en hipocampo,
corteza, ganglios basales y cerebelo a muy altas concentraciones (Figura 1.4),
siendo el receptor mas abundante de los acoplados a proteinas G en el cerebro de
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los mamiferos. En menor concentracion, se encuentra en hipotdlamo y médula
espinal. También se expresa en sistema nervioso periférico (SNP), testiculos,
sistema inmune, glandula adrenal, médula dsea, corazon, vasos sanguineos,

pulmon, préstata, timo, amigdalas y bazo [15].

Desde el punto de vista celular, el receptor CB; se localiza preferentemente
en neuronas, aunque también se ha encontrado en células de glia (astrocitos y
oligodendrocitos), siendo las neuronas de tipo gabérgico (inhibitorias) o
glutamatérgico (excitatorias) donde se localizan de forma mas habitual, aunque
también aparecen en neuronas peptidérgicas (opioides), serotoninérgicas o

colinérgicas [17].

El receptor CB; se expresa principalmente como receptor presinaptico y su
efecto fundamental es modificar la liberacion de algunos neurotransmisores,

como dopamina, noradrenalina, glutamato y serotonina.

Ganglios
basales

Hipocampo
Cerebelo

Figura 1.4.Ndcleos con mayor densidad de receptores CBy, en
cerebro.
Fuente: http://www.geocities.ws/marihuanalibertad/receptores.html

El receptor CB, es un polipéptido de 360 aminoacidos que también
pertenece al grupo de receptores unidos a proteinas Gi,, presenta un 44% de

homologia global con el receptor CB;.
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Localizacion: Ha sido localizado en érganos linfoides como: bazo, timo,
amigdalas, medula Osea y pancreas, en células mieloides, macrofagos y
monocitos de bazo, en leucocitos de sangre circulante y en una gran variedad de
lineas de células inmunes en cultivo (células mieloides y eritroides, macrofagos,
mastocitos y linfocitos T y B) [18]. También en el cerebro, donde se expresa de
forma muy restringida en algunas pocas sub poblaciones neuronales,
preferentemente en el tallo cerebral y en el cerebelo; también en células de glia,
sobre todo en células de microglia cuando estas cambian su fenotipo durante
procesos de activacion causados por dafio cerebral de origen inflamatorio,
infeccioso, traumatico o toxico[16]. Ademas ha sido detectado por secuenciado
molecular en células endoteliales aisladas de arterias pulmonares de carnero. Al
contrario que el receptor CB; su activacion no modifica la liberacion de

neurotransmisores [18].

//\ N-terminal s
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&

C-terminal

Figura 1.5. Representacion tridimensional de la estructura del receptor
cannabinoide CB; (izquierda) y del receptor cannabinoide CB,
(derecha)
Fuente: http://www.elsevier.es

Mecanismos_moleculares: La investigacién bioldgica ha demostrado una

serie de vias celulares a través de las cuales pueden actuar los cannabinoides.
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Los cannabinoides pueden elegir como blanco las células tumorales a través de
los receptores CB que inducen la detencion del crecimiento, la muerte celular y
el bloqueo de migracion [19]. Tanto el receptor CB; como el CB; son receptores
acoplados a proteinas G (Gi/o), la inhibicion de la proliferacion de varios tipos
de células tumorales posiblemente ocurre a través de rutas como adenil ciclasa,
que actta inhibiendo la enzima adenilato ciclasa y que conducen a la
disminucion de los niveles de AMPc y las actividades celulares dependientes de
este, como apertura de canales de potasio, y bloqueo de canales de Ca™" (Figura
1.6). En algunos casos, se ha visto que los agonistas enddgenos del receptor de
cannabinoides estimulan la formacion de AMPc posiblemente activando

proteinas Gs [20].

Algunas de las posibilidades que se han sugerido incluirian un posible tipo de
receptor CB, para algunos ya denominado receptor CBg3, que seria especifico
del sistema cardiovascular, también el receptor abnormal CBD, identificado
inicialmente en el endotelio o los receptores huérfanos GPR55 y GPR119. El
receptor GPR55 tiene, de hecho, una amplia distribucion en el SNC, ya que se ha
encontrado en los ganglios basales, en el hipocampo, en el tdlamo y en el
cerebelo; también se ha encontrado en 6rganos periféricos (higado, bazo e
intestino) [21,22].

Efector {+}
(activador) —— ™ Efector (-)
j, Paso 1 T (Inhibidor)

Paso 1" i
e st i hddhe ey . _ Receptor
Membrana Plasmatica

Receptor

Ciclasa de
adenilato
Proteina Cinasa cAMP Proteina Cinasa
dependiente de cAMP ———* ganandiente de cAMP
(inactiva) {activa)

|

Respuesta celular

Figura 1.6.Mecanismo molecular de la ruta adenil ciclasa
Fuente: http://www.oocities.org/pelabzen/metabcarb.html
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1.1.2. Receptores vanilloides

Por otro lado, también habria que mencionar la relacion cada vez maés
evidente del Ilamado receptor vanilloide TRPV; (por sus siglas en inglés:
Transient Receptor Potencial Cation Channel). Los receptores TRPV;
pertenecen a una familia de canales ionicos no selectivos para distintos tipos de
cationes (Na*, Ca™ y H")[22,23]. El receptor de vanilloides VR; posee una
estructura tridimensional donde se observan seis segmentos transmembrana
completos y otro parcial, que es el que se supone esta asociado a un canal de
Ca++ (Figura 1.7). En el extremo N-terminal existen tres zonas sensibles a la
fosforilacion por protein-kinasa A [23].

endocannabinoide

TRPV1, TRPV2 ‘;

CGPRSS CGPR119

ST~ V. VR V-
SRR I UL U

A® Gl l \. l

“
MIK Azl T[Ca"]
ERK Rac

Figura 1.7.Via de sefializacion de los receptores vanilloides.
Fuente:http://leydedrogasenvenezuela.blogspot.com/2013_04 01 archive.html

Los receptores TRPV; podrian ser los receptores de tipo ionotrépico del
sCBe, en contraste con los receptores CB;, CB, y GPR55, que, debido a su
acoplamiento a proteinas G, serian los receptores de tipo metabotropico [22].
Hasta el momento solo un receptor vanilloide ha sido clonado (VR;), aunque hay
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evidencias farmacologicas y bioquimicas de la existencia de otros receptores de
esta familia que se denominan VR;.

Localizacién: El receptor VR, ha sido clonado y se encuentra principalmente
en neuronas sensoriales, diversos nucleos cerebrales, tejidos no neuronales
(como mastocitos), células gliales y en fibras aferentes primarias de pequefio
diametro. También se encuentra en el aparato cardiovascular, tanto en el corazon
como en la adventicia de los vasos sanguineos. Es estimulado por calor,
protones, capsaicina y anandamida; y al activarse libera: Péptido Relacionado
con el Gen de la Calcitonina (CGRP), neurokinina A (NKA) vy
adenosine triphosphate (ATP). Estas sustancias producen taquicardia Yy
vasodilatacion [19,23].

Mecanismo: VR; forma parte de una familia de receptores acoplados a
canales iénicos y su activacion puede desencadenar una serie de respuestas como
la excitacion de neuronas perivasculares sensoriales en la pared de los vasos que
liberan CGRP y efectos cardiovasculares sobre el sistema inmunoldgico y
modulacién de la sensacion dolorosa [23,24].

1.1.3. Cannabinoides enddgenos

Los cannabinoides endogenos también denominados endocannabinoides, son
derivados de é&cidos grasos poliinsaturados, presentados por el acido
araquidonico. Estos compuestos presentan semejanza a otros transmisores

lipidicos eicosanoides como las prostaglandinas o leucotrienos [26].

Los eCB hasta ahora caracterizados en su via de sintesis, son derivados del
acido araquidénico conjugado con etanolamida o glicerol. Los mas
representativos son:

¢ Araquidonil etanolamida conocida como Anandamida (AEA) (Fig.1.8)
e 2-Araquidonoil glicerol (2-AG) (Fig.l.3)

e Virodamina (Fig.l1.3)

e 2-Araquidonil gliceril éter noladin (noladin éter) (Fig.1.3)

¢ N-Araquidonoil-dopamina (NADA) (Fig.1.9)
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¢ Palmitoil etanolamida (PEA) (Fig.1.10)

Figura 1.8. Estructura quimica del Araquidonil etanolamida.
Fuente: Elaboracién propia.

o H
T T N
- H OH

Figura 1.9. Estructura quimica del N-Araquidonoil-dopamina.
Fuente: Elaboracion propia.

O

N""‘VOH
H

Figura 1.10. Estructura quimica del Palmitoil etanolamida.
Fuente: Elaboracion propia.

La primera sustancia endogena identificada como agonista del receptor CB
fue el Araquidonil etanolamida, denominandose anandamida (AEA) que procede

de la unién de las palabras “ananda” (pacer, en sarcastico) y “amida” (por su
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estructura quimica). Este compuesto esta formado por acido araquidénico unido
por un enlace amida a etanolamina. Fue aislado y caracterizado en 1992 [27],
por primera vez en el cerebro del cerdo y en tejidos periféricos humanos y de
rata. En ambas especies se ha detectado en hipocampo, estriado y cerebelo,
regiones ricas en receptores CB, asi como en talamo, donde la expresion de este
receptor es mucho més baja. Cantidades importantes de AEA también se han

localizado en el bazo, donde hay altos niveles de receptores CB, [28].

Las concentraciones del eCB AEA en el cerebro es 200 veces mayor que el 2-
AG. Teniendo en cuenta que el 2-AG es un intermediario metabolico de los
lipidos mientras que la AEA es el producto de la hidrolisis de un fosfolipido de

la membrana celular [28,30].

Su estructura no esta relacionada a los cannabinoides naturales, sin embargo
la anandamida es capaz de inducir la inhibicion de la adenilato ciclasa al igual
que el A’-THC; ademés su administracién produce los efectos clésicos de la
actividad cannabinoide, como son: la inmovilidad, la catalepsia, la analgesia y la
hipotermia [28,29].

Otro eCB importante es el 2-Araquidonoil glicerol (2-AG), fue descubierto en
1995, esta formado por &cido araquidonico unido por un enlace éster a glicerol.
Inicialmente fue aislado en intestino de perro y posteriormente en bazo y
pancreas, lo que hizo pensar que se trataba de un ligando periférico. Mas tarde
fue identificado en cerebro, donde se encuentra a las maximas concentraciones
en tronco cerebral, estriado e hipocampo y las mas bajas en corteza, diencéfalo y
cerebelo [30].

El 2-AG tiene efecto hipotensor que no es mediado por receptores CB;. Este
efecto es atenuado por los inhibidores de la ciclo oxigenasa, indicando que
puede ser mediado por &cido araquidonico u otros metabolitos. También esta
implicado en diversos procesos fisiopatolégicos como activacion de la

agregacion plaquetaria [28,30].
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1.1.4. Sintesis, almacenamiento, liberacion,
recaptacion y degradacion de Anandamida

Sintesis: La AEA es el producto de la hidrolisis del N-acil-
fosfatidiletanolamina (NAPE). En la Figura 1.11. Se esquematiza uno de los
posibles mecanismos de la formacion de la AEA. La AEA es sintetizada por la
enzima N-aciltransferasa (NAT) al catalizar la transferencia de acido
araquidénico desde la fosfatidilcolina a la cabeza del grupo de fosfatidil
etanolamida. Esta reaccidén puede ser iniciada por el aumento intracelular de
Ca’* 'y es regulada por AMPc, que aumenta la actividad de la NAT por
fosforilacion mediada por la proteina kinasa A (PKA) dependiente de AMPc
[31,32].

La liberacion de AEA desde NAPE es catalizada por una fosfolipasa D (por
sus siglas en inglés PLD). La actividad de PLD es ampliamente regulada por la
activacion del receptor ionotropico glutamato N-metil-D-Aspartato (NMDA),
por receptores neuronales nicotinico o por estimulacién de un receptor
metabotrépico de los principales neurotransmisores incluyendo la dopamina, el

glutamato y la acetilcolina en neuronas corticales [31].

La sintesis de AEA se produce a demanda en el organismo, es decir, que al
contrario de los neurotransmisores clésicos que se almacenan en vesiculas, la
AEA es sintetizada “en el momento” en el que se va a liberar.

Alquil -4
Acil 4’

®-P—0 ““NH ,
Fosfatidil etanolamina

N-Acil Transferasa
Alquil
Acil
aQ
TTOTMKTO

N-Araquidonoil PE

l Fosfolipasa I

Figura 1.11. Mecanismo propuesto para la formacion de AEA.
Fuente: http://www.sebbm.com
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Almacenamiento: Los eCB no se almacenan en el interior de vesiculas como

ocurre con los neurotransmisores clasicos, probablemente por su naturaleza
hidrofoba. Su almacenamiento se produce en forma de un precursor (fosfolipido
de membrana) que es hidrolizado posteriormente y se sintetiza cuando su accion
es necesaria. Los eCB podrian ser otro tipo de intermediario metabolico lipidico,
que, como los eicosanoides y el factor activador de plaquetas, se sintetizan por la
hidrolisis de un fosfolipido, actuando cerca del sitio de produccion, donde
también se degradan rapidamente [33]. Su solubilidad en lipidos les permitiria
difundir libremente a través de las membranas y actuar como moduladores de

diversas actividades bioldgicas.

Liberacién: La liberacion de AEA es dependiente del calcio y se dispara por
la despolarizacion neuronal (espacio intersindptico), por un mecanismo de
difusion facilitada bidireccional, realizada a favor de un gradiente de
concentracion. De hecho, la formacién de anandamida tiene una variabilidad
regional especifica: se ha encontrado su liberacion en el estriado dorsal tras la
activacion del receptor de dopamina D2, pero no en el hipocampo tras la
despolarizacion neuronal, donde si se dispara la produccion de otros

endocannabinoides [34].

Recaptacion: La AEA es recaptada de forma selectiva tanto por neuronas
como por células gliales, donde es degradada a etanolamina y el correspondiente
acido graso (&cido araquiddnico). Existe una gran controversia sobre si este
proceso de recaptacion es mediado por un transportado respecifico o no [35].
Este mecanismo de recaptacion es rapido, temperatura dependiente y con
selectividad por el sustrato. Incluso se han sintetizado sustancias con posible
efecto inhibidor de la recaptacion en neuronas y astrocitos como un derivado
fendlico, N(4-hidroxifenil) araquidonamida (AM404), que inhibiria la
recaptacion de anandamida, lo que hace pensar en la existencia de un

transportador especifico [36].
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Metabolismo: La AEA es metabolizada muy rapidamente por lo que la
duracién de su efecto es muy corta. La utilizacion de inhibidores de su

degradacion puede prolongar la duracion de su efecto farmacologico.

La anandamida se metaboliza por cuatro mecanismos principales (Figura
1.12):

1. Hidrolisis producida por la amidohidrolasa de acidos grasos (FAAH):

que transforma la AEA en &cido araquidonico (AA) y etanolamina
(Fig.1.12) y ademas cataliza el proceso inverso transformando el AA mas
etanolamina en AEA. La FAAH ha sido purificada, clonada y secuenciada.
Esta enzima actGa también sobre analogos de AEA como 2-AG,
palmitoiletanolamida y oleamida y sobre la R(+)-metanandamida, aunque
la afinidad dela enzima FAAH por R(+)metanandamida es menor que la de
AEA [37,38].

El AA resultante de esta reaccion, puede ser metabolizado por la COX a
PGs.

2. Citocromo P450 (CYP450): La AEA puede ser oxidada en el higado por
el CYP450 3A transformandose en unos veinte metabolitos activos.
Ademas el CYP450 es capaz de metabolizar el AA formado por la FAAH
al hidrolizar la AEA, dando lugar a un gran nimero de compuestos como

los &cidos hidroxi-epoxi-eicosa-tri-enoicos (HETE) [39].

3. Oxidacién por Ciclooxigenasa 2 (COX,): Recientemente se ha

demostrado que la AEA puede ser sustrato de la COX; que la transforma
en prostaglandina E;-etanolamida y D,-etanolamida. Estos productos han
sido denominados “prostamidas”. La prostamida E, tiene un perfil de
accion parecido a la PGE,, no se une al receptor CB; y se une al CB; con
muy baja afinidad [40].

4. Lipooxigenasa (LOX): La lipooxigenasa puede actuar directamente sobre
la AEA produciendo 5/11/12/15-H(P)-anandamida, asimismo puede
metabolizar el AA producto de la hidrdlisis de AEA [41].
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(HETE) - Prostaglandina
D:-etanolamida.

Figura 1.12. Principales rutas metabdlicas de AEA
Fuente: Elaboracion propia.

2. TERMINOLOGIA Y CLASIFICACION DE LOS
CANNABINOIDES

2.1. Agonistas cannabinoides

Existe una amplia variedad de moléculas que se comportan como agonistas de

los receptores CB, activando las respuestas mediadas por éstos. Los agonistas

cannabinoides han sido clasificados en funcion de su estructura quimica en

cuatro clases:

2.1.1. Clasicos

Son aquellos que presentan una estructura de dibenzopirano, entre ellos estan

los cannabinoides derivados de la Cannabis Sativa L., productos procedentes de

su biotransformacion, o derivados sintéticos de los mismos[42]; como:

A-THC (Fig.1.2)

AB-Tetrahidrocannabinol (A*THC) (Fig.1.13)

Cannabinol (Fig.1.14)

(-)-Cannabidiol(Fig.1.15)
(-)-11-hidroxi-A8-tetrahidrocannabinol-dimetilheptil (Fig.1.16)
HU-210(Fig.1.17)
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e HU-211 (Fig.1.18)
e HU-243 (Fig.1.19)
e Nabilona (Fig.1.20)

El A°-THC es el principal componente psicoactivo del Cannabis Sativa L.,
cuya estructura quimica fue caracterizada en el afio 1964. Este compuesto tiene
una afinidad semejante por los dos receptores de cannabinoides CB; y CB;
[43,44].

Los compuestos como el A®-THC, el cannabinol y el cannabidiol; son
también componentes psicoactivos del Cannabis Sativa L., mientras que HU-210

y (+) HU-211(enantiémero de HU-210) son cannabinoides sintéticos [43].

La afinidad del A®-THC por los receptores CB es muy parecida a la del A°-
THC, mientras que su analogo sintético HU-210 tiene una afinidad y una
actividad intrinseca mucho més alta que el A*-THC [45].

Figura I.13. Estructura quimica del A%-Tetrahidrocannabinol.
Fuente: Elaboracion propia.

Figura 1.14. Estructura quimica del Cannabinol.
Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 1.15. Estructura quimica del (-)-Cannabidiol.
Fuente: Elaboracion propia.

OH
=

O

Figura 1.16. Estructura quimica del (-)-11-hidroxi-A®-
tetrahidrocannabinol-dimetilheptil.
Fuente: Elaboracion propia.

Figura 1.17. Estructura quimica de HU-210.
Fuente: Elaboracion propia.

Figura 1.18. Estructura quimica de HU-211.
Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 1.19. Estructura quimica de HU-243.
Fuente: Elaboracion propia.

OH

B
o)

Figura 1.20. Estructura quimica de la Nabilona.
Fuente: Elaboracion propia.

2.1.2. No cléasicos

Son similares en estructura a los cannabinoides clasicos, es decir, estos
consisten en analogos biciclicos y triciclicos del A>-THC que carecen del anillo
pirano.

El representante principal de este grupo es el CP-55,940 (Fig.l.21), que
permitié el descubrimiento y la caracterizacion del receptor de cannabinoides
CB;. ElI CP-55,940 es un compuesto con una afinidad similar por los dos
subtipos de receptores CB, menos lipofilo y de 10 a 50 veces mas potente in
vivo que el A>-THC. Se utiliz6 para demostrar, por primera vez, la presencia de

receptores especificos para cannabinoides en cerebro de rata [46].

Otros agonistas cannabinoides como:

e CP-55,244(Fig.1.22)

e CP-50,556 (L-nantradol o levonantradol)(Fig.1.23)

e DALN(desacetil-L-nantradol o desacetilevonantradol)(Fig.1.24)
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OH

\LDH
Figura 1.21. Estructura quimica del CP-55,940.
Fuente: Elaboracion propia.

OH
Figura 1.22. Estructura quimica delCP-55,244.
Fuente: Elaboracion propia.

OH

oH
Figura 1.23. Estructura quimica del CP-50,556.
Fuente: Elaboracion propia.

Figura 1.24. Estructura quimica del DALN.
Fuente: Elaboracion propia.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

2.1.3. Aminoalquilindoles

Esta nueva familia fue descubierta por los investigadores de Sterling-
Winthrop al desarrollar analogos estructurales de pravadolina (Fig.1.25) [47].
Los Aminoalquilindoles incluyen moléculas cuya estructura quimica deriva de la

pravadolina.

De los pertenecientes a este grupo, su principal representante es el R-(+)-
WIN55,212-2 (Fig.1.26), que presenta una alta afinidad y eficacia en su
interaccion con ambos tipos de receptores CB, aunque exhibe cierta selectividad
por los receptores CB; [48]. Su actividad farmacoldgica en ensayos in vivo es
similar a la del A%-THC, aunque existen evidencias de que el R-(+)-WIN55,212-
2 interacciona con los receptores CB de manera distinta a como lo hacen los
analogos clasicos y no clasicos [47].

o o
Crs
%
N\\\
P
%4
Figura 1.25. Estructura quimica de Pravadolina.
Fuente: Elaboracion propia.

Figura 1.26. Estructura quimica del R-(+)-WIN55,212-2.
Fuente: Elaboracion propia.
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2.1.4. Eicosanoides

Son el dltimo grupo descrito de agonistas CB, y son derivados del AA, aqui
se incluyen los ligandos endogenos, siendo el representante principal la AEA
(araquidonil etanolamida o anandamida) (Fig.l1.8) [49]. Ademas existen otros
componentes como:

e 2-Araquidonil glicerol(2-AG) (Fig.1.3)

e 2-Araquidonil gliceril éter noladin (noladin éter) (Fig.1.3)
e Araquidonil-2-cloroetilamida 0 ACEA (Fig.1.27)

e Araquidonil ciclo propilamida o ACPA (Fig.1.28)

e Virodamina (Fig.l.3)

e N-Araquidonoil-dopamina (NADA) (Fig.1.9)

e Palmitoil etanolamida (PEA) (Fig.1.10)

Q
Cil’;ﬁ"’c

Figura 1.27. Estructura quimica de ACEA.
Fuente: Elaboracion propia.

o]

A

N
H

Figura 1.28. Estructura quimica de ACPA.
Fuente: Elaboracion propia.

2.2. Agonistas vanilloides

La capsaicina: 8-metil-N-vanillil-6-nonenamida (Figura 1.29), es el
ingrediente activo de la guindilla (Hot pepper), es el principal agonista de
receptores vanilloides VR. Fue aislada por primera vez por Thersh en 1846, en

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE e UNVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

1919 Nelson determiné su estructura quimica, y en 1930 se consiguid su sintesis

completa [6,22].

/H\/\/\/\KCHs
N
H

CH
HO 3

O—CH,

Figura 1.29. Estructura quimica del 8-metil-N-vanillil-6-nonenamida.
Fuente: Elaboracion propia.

La anandamida se comporta también como un agonista vanilloide. La
similitud funcional vanilloide entre capsaicina y anandamida para activar los
receptores VR ha abierto un gran debate y mdltiples ensayos farmacoldgicos

para dilucidar esta controversia.

Este receptor es también activado por otros vanilloides, por
R(+)metanandamida y otros compuestos cannabinoides. También se ha sugerido
que uno de los productos de la degradacién de anandamida, el &acido
araquidonico, al ser metabolizado por la enzima lipooxigenasa da lugar a
metabolitos como el 12-hidroxi-peroxi-eicosa-tetra-enoicos (12-HPETE) (Figura

1.30) que podrian activar el receptor VR; [19,24].

OOH
Figura 1.30. Estructura quimica del 12-hidroxi-peroxi-eicosa-tetra-enoicos
(12-HPETE).
Fuente: Elaboracion propia.
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2.3. Antagonistas cannabinoides/ Agonistas inversos

Con respecto a los antagonistas de los receptores CB, son considerados a su
vez como agonistas inversos, los cuales no solo bloguean el efecto del agonista,
sino al actuar sin presencia del agonista nos dan el efecto contrario al agonista
[50].

El primero en ser caracterizado y el mas ampliamente utilizado como
antagonista de los receptores CB; es el diarilpirazol SR141716A (Figura 1.31),
denominado posteriormente “Rimonabant” y en su forma de comercializacion
clinica “Acomplia®” [51]. Este compuesto exhibe una marcada selectividad por
los receptores CB; frente a los CB,, y es capaz de prevenir y/o revertir las
acciones de los agonistas CB que actlan a traveés de CB; tanto en sistemas in
vitro como in vivo [52]. En cuanto a su especificidad, esta es dosis-dependiente;
el SR141716A a altas concentraciones es capaz de bloquear el receptor de
vanilloides VR;, activar directamente canales de K* e inhibir de manera no

selectiva la movilizacion de Ca™ en arteriolas cerebrales de conejo [53].

Otros antagonistas de los receptores CB; son:
e AM-251(Diarilpirazol) (Figura 1.32)

e AM-281 (Diarilpirazol) (Figura 1.33)

e AM-630 (Benzofurano) (Figura 1.34)

e SR147778 (“Surinabant”) (Figura I.35)
e LY320135 (Benzofurano) (Figura 1.36)

Cl
Figura 1.31. Estructura quimica del SR141716A.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 1.32. Estructura quimica del AM-251.
Fuente: Elaboracion propia.

Cl

Figura 1.33. Estructura quimica del AM-281.
Fuente: Elaboracion propia.

Figura 1.34. Estructura quimica del AM-630.
Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 1.35. Estructura quimica del SR147778.
Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 1.36. Estructura quimica del LY320135.
Fuente: Elaboracion propia.

CH,

En relacion con los antagonistas del receptor CB,, la molécula més potente y
mejor caracterizada como antagonista selectivo de este tipo de receptor es otro
diarilpirazol, el SR144528 (Figura 1.37). EI SR144528 autoactiva receptores CB,
e inhibe la actividad de proteinas G; [51].

Otro antagonista de los receptores CB; es:
e (-1184 (Cannabinoide clasico) (Figura 1.38)
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Figura 1.37. Estructura quimica del SR144528.
Fuente: Elaboracion propia.

Figura 1.38. Estructura quimica del O-1184.
Fuente: Elaboracion propia.

2.4. Antagonistas vanilloides

La capsazepina: n-2-(4-clorofenil)etilico-1,3,4,5-tetrahidro-7,8-dihidroxi-2h-
2-benzazepine-2-carbothioamide (Figura 1.39), es el mas conocido antagonista
competitivo del receptor VR;1. Su uso esta limitado por su potencia moderada, ya
que a concentraciones micromolares (las necesarias para inhibir las respuestas de
capsaicina) también bloquea canales de Ca'™"y receptores nicotinicos [22,24]. El
antagonista SR141716A (Figura 1.31), a concentraciones superiores a 10uM, de
una manera inespecifica, inhibe la respuesta vasodilatadora a capsaicina mediada
por VR [25].

Algunos estudios sugieren que existen receptores VR insensibles a
capsazepina y otros sugieren la existencia de un receptor de naturaleza
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vanilloide, sensible a capsazepina y a SR141716A, que seria activado tanto por
capsaicina como por los cannabinoides WIN55,212-2 (Fig.1.26) y CP55,940
(Figura 1.40) [25].

{@ ¢
N N
HO \"f \/\©\
HO z Cl

Figura 1.39. Estructura quimica deln-2-(4-clorofenil)etilico-1,3,4,5-
tetrahidro-7,8-dihidroxi-2h-2-benzazepine- 2-carbothioamide.
Fuente: Elaboracion propia.

Figura 1.40. Estructura quimica del agonista CP55,940.
Fuente: Elaboracion propia.

3.EFECTOS DE LOS CANNABINOIDES

3.1. Efectos fisioldgicos y farmacoldgicos

Las bases moleculares de los efectos fisioldgicos de eCB han comenzado a
conocerse recientemente. En el SNC, los eCB participan en la regulacion de la
sensacion dolorosa (cerebro y médula espinal), actividad motora, aprendizaje,
memoria, y desempefian un papel notable durante el desarrollo cerebral [54].
Ademas estan implicados en la regulacion del vémito, apoptosis neuronal y
neuroproteccion.
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Periféricamente disminuyen la presion intraocular y regulan la ingesta de

comida.

Los dos mecanismos mas estudiados son la interaccion con sus receptores y la
modulacion de otros sistemas neurotransmisores. Pueden regular sistemas
dopaminérgicos, serotoninérgicos y noradrenérgicos, relacionados con el control
de la actividad motora. También interaccionan con aminoacidos
neurotransmisores, relacionados en el control de la actividad motora como el
acido-y-amino butirico (GABA), también en la memoria y el aprendizaje con el
glutamato (Glu). Su interaccion con el sistema opioide, contribuye al control de
la nocicepcién y ha sido ampliamente estudiado [55].

3.1.1. Efectos psicoactivos

Los derivados de la planta Cannabis Sativa L., se han utilizado como droga de
uso recreacional durante mas de 4000 afios, debido a sus efectos agudos sobre la
esfera cognitiva y fisiologica [56]. De hecho, la principal dificultad técnica para
el uso terapéutico de los CB es la incapacidad de separar los efectos colaterales

psicotropicos indeseables de los efectos terapéuticos beneficiosos.

Los CB producen un sindrome caracteristico en los humanos que incluye:
pérdida de memoria a corto plazo, desordenes cognitivos, alteraciones en la
percepcion del tiempo, alteraciones del humor, reduccion de la capacidad de
centrar la atencion y de filtrado de la informacion irrelevante, descoordinacion y
somnolencia [57]. Estos efectos dependen tanto de la dosis administrada como
de la pauta de administracién (aguda o croénica).

Después de una dosis media, los efectos centrales son facilmente
cuantificables y medibles durante unas horas, generalmente no mas alla de 4 a 6
horas [58]. Algunos estudios describen que los efectos cognitivos permanecen
mas alla de 24 horas, incluso después de una unica dosis fumada o ingerida por
via oral [59].
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Los niveles plasmaticos de A*-THC y otros cannabinoides correlacionan mal
con la intensidad y el tipo de intoxicacién [60]. La mayoria de los efectos
mentales adversos suelen aparecer tras consumos prolongados, aunque en
algunos sujetos sensibles, predispuestos o inexpertos pueden producir tras su
administracion aguda; episodios breves de ansiedad, panico, trastornos
disforicos,  depresivos,  despersonalizacion,  desrealizacion,  conductas

autoagresivas, delirios y/o alucinaciones [58,59,61].

En los animales de experimentacion, los efectos centrales de los CB se
manifiestan en la Ilamada tetrada cannabinoide: hipotermia, hipoquinesia,
analgesia y catalepsia [62]. Tanto en animales como en humanos, los efectos
psicotropos se alcanzan con dosis agudas relativamente altas [63]. En cambio,
dosis mucho mas bajas, que se han mostrado eficaces para reducir la hiperalgesia
en el dolor neuropatico, parecen no ocasionar efectos adversos agudos de

importancia en el SNC [64].

3.1.2. Efectos sobre la sensacion dolorosa

Probablemente, una de las funciones del sCBe sea la de modular la
transmision dolorosa por disminucion de la respuesta sensorial de las neuronas
en el tracto espinotalamico [58]. Asi mismo suprimen la hiper-excitabilidad
neuronal, hiperalgesia y alodinia a través de receptores CB; y CB,.

En modelos experimentales los CB son analgésicos tanto en dolores agudos

inflamatorios como neuropéticos [59].

Se postulan 4 mecanismos de accién mediante los cuales los CB producen su

efecto antinociceptivo:

3.1.2.1. Efectos mediados a través de receptores cannabinoides:

a. CBi: Se ha demostrado que la administracion a ratones del antagonista

cannabinoide SR 141716A produce hiperalgesia, lo que sugiere la
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existencia de un tono cannabinoide basal, cuya inhibicion seria la

responsable de esta hiperalgesia [60].

b. CB,: La estimulacion de estos receptores inhibe las respuestas
dolorosas [61] por lo que el uso de agonistas CB, puede ser una
posibilidad para el tratamiento de dolores tanto agudos como crénicos
sin efectos psicoactivos. Esto seria especialmente relevante para el
tratamiento de dolores neuropéticos [62].

3.1.2.2. Efectos mediados a través de receptores vanilloides VR

Los receptores vanilloides estan involucrados en dolores agudos y
cronicos tanto a nivel espinal como periférico. Hay evidencia de
interaccion entre receptores CB; y VR; [63].

3.1.2.3. Por interaccién con el Sistema opioide:

El A’-THC libera dinorfina A e interacciona con canales de K
liberando endorfinas [64].Ademas, los CB actuan sobre receptores kappa
opioides, ya que tanto la naloxona como la norbinaltorfimina,
(antagonista opioide kappa) bloquean la antinocicepcion producida por
A%-THC de forma dosis-dependiente [65].

3.1.2.4. Modulando la liberacion y actividad de neurotransmisores:

Especialmente noradrenérgicos y glutamatérgicos, alterando la

percepcion del estimulo doloroso [66].

3.1.3. Actividad locomotora

La alta densidad de receptores CB; en los ganglios basales, cerebelo; y la
presencia en grandes cantidades de AEA y 2-araquidonilglicerol, sugieren un
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papel importante del sCBe en el control de los movimientos voluntarios y por

tanto en los trastornos motores [17].

Los receptores CB; se localizan presindpticamente en neuronas estriadas,
cerebelo y corteza cerebral. Los eCB modulan la liberacion y recaptacion de
GABA y Glu [67] y producen efectos indirectos sobre dopamina, afectando

sobre todo a la sintesis de este neurotransmisor [68].

3.1.4. Emesis

Controlan el vomito actuando sobre receptores CB; localizados en el centro
del vomito del tronco cerebral en el SNC, y en las terminaciones nerviosas de los
plexos mientérico y submucoso del estbmago, duodeno y colon, disminuyendo
la motilidad por blogueo de la liberacion de acetilcolina en esas areas [69].

3.1.5. Proliferacioén celular

Tanto la AEA como el 2-araquidonilglicerol ejercen acciones
antiproliferativas en cultivos celulares de células tumorales [70]. Modulan varias
vias de crecimiento celular como protein-kinasas activadas por agentes
mitogenos y las kinasas activadas por estrés, que tienen un papel importante en

el control del crecimiento celular y su diferenciacion.

En células de glioma los CB producen apoptosis a través de los dos tipos de
receptores CB. El efecto parece estar mediado en parte por ceramidas, con
implicacion especial del receptor CB; de cannabinoides y del receptor vanilloide
VR [71].

3.1.6. Efectos Neuroprotectores

Los agonistas CB son capaces de reducir la excitotoxicidad tanto in vitro

como in vivo, siendo por tanto, potenciales agentes neuroprotectores. La
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capacidad de los CB de inhibir la neurotransmision glutamatérgica, permitiria
asegurar que el sCBe juega un papel fundamental en la regulacion de la

neurotransmisién excitadora y por tanto, también, de la excitotoxicidad [67].

El efecto neuroprotector de los CB se ha demostrado con dos agonistas
cannaninoides WIN55,212-2 y CP55940 [48]. Ambos protegen de la muerte
neuronal inducida por glutamato en cultivos celulares de neuronas de
hipocampo. Aunque este efecto es bloqueado por SR141716A, no ha sido
demostrado que el receptor implicado sea el CBy, lo que sugiere la presencia de
otro subtipo de receptor de naturaleza cannabinoide y sensible a SR141716A
[72]. También se ha propuesto que los agonistas CB; sean neuroprotectores por

su capacidad antioxidante.

3.1.7. Efectos sobre el metabolismo energético y la
ingesta de alimento

Desde hace siglos se conocen los efectos estimulantes de los CB sobre el
apetito y con ese fin han sido utilizados en distintas épocas y paises. Los CB
participan en la regulacion del metabolismo energético tanto a nivel central
(hipotalamo y sistema limbico) como periférico [13,14]. Asi, a nivel central, los
CB actuan a través de receptores CB; a nivel del hipotdlamo y en otras areas
limbicas [72].

A nivel periférico los CB regulan el metabolismo lipidico en el tejido adiposo
y en higado también mediante la actuacion de receptores CB; [73], mientras en
el pancreas influyen en la regulacién de la secrecion de insulina a través de CB;
y CB..

En masculo la activacion CB; disminuye el gasto energético y la captacion y
oxidacion de glucosa. Por ultimo, los CB a través de los receptores CB;
participan en la motilidad y secrecion gastrointestinal [15,17].
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La obesidad es un creciente problema de salud publica cuyas opciones de
tratamiento farmacolégico son bastante limitadas. En julio de 2006, las
autoridades reguladoras de la unién europea aprobaron el uso de rimonabant (el
antagonista selectivo CB; SR141716A) para el tratamiento de la obesidad. Sin
embargo, en junio de 2007 fue retirado por la FDA debido a los problemas

psiquiatricos que originaba [51].

Anorexia y caquexia son dos procesos que acompafian frecuentemente a
pacientes con neoplasias avanzadas, infeccion por VIH, cuadros depresivos,
anorexia nerviosa o enfermedad de Alzheimer [74]. En estos casos existen
escasas alternativas eficaces, por lo que los agonistas cannabinoides son una
opcion terapéutica interesante. Varios estudios confirman que pueden ser tiles
en pacientes con SIDA [75], cancer [76] o alzheimer [77]. Sin embargo, aln se
dispone de pocos estudios clinicos con una metodologia adecuada y de datos

fiables sobre la seguridad y tolerancia de estos preparados.

Los estudios en animales apoyan un efecto estimulante del apetito de los
agonistas cannabinoides y un efecto anorexigénico de los antagonistas CB;. Sin
embargo, estos modelos animales han ocasionado algunos resultados
discrepantes, debido principalmente a que cuando se administran dosis elevadas
predomina el efecto sedante, asi como también a diferencias en el farmaco

utilizado y en los protocolos de administracion [78].

Ademas, los niveles de eCB aumentan o disminuyen con la ingesta o en
situaciones de insuficiencia alimentaria. Los agonistas cannabinoides
incrementan, ademas, la frecuencia de la ingesta y posiblemente el valor
hedonico de la comida, reforzando la preferencia por alimentos mas apetitosos
[79].

4. APOPTOSIS INDUCIDA POR CANNABINOIDES

En 1994, la AEA, un ligando del receptor cannabinoide enddgeno fue

mostrado para inducir la apoptosis en cultivos de linfocitos humanos. Este
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estudio también se extendié a murino macréfagos y células T, mostrando que el
tratamiento de A®-THC de células inmunes cultivadas activa la apoptosis a través

de la regulacién de la actividad de Bcl-2 [74].

La apoptosis es el proceso de muerte celular programada que puede ser
inducida por factores intrinsecos, factores extrinsecos o ambos. Debido a que la
apoptosis elimina las células dafiadas, dafiinos y no deseados, es significativo en
los procesos bioldgicos, incluyendo el desarrollo, la morfogénesis y la
homeostasis [75].

Hoy en dia se encuentra bien establecida la capacidad del A*-THC y de otros
ligandos de los receptores de CB para atenuar los efectos secundarios asociados
a determinados tratamientos antitumorales. En los ultimos afios por diversos
laboratorios han puesto de manifiesto que la unién de A®-THC (o de otros
compuestos cannabinoides) a los receptores de CB es capaz de reducir el
crecimiento de tumores derivados de diversos tipos de células tumoral es
incluyendo: glioma (el tipo mas frecuente de tumor cerebral), cancer de prostata,
cancer de pancreas y carcinoma hepatico, abriendo la puerta a la posible

utilizacion de estos compuestos como farmacos antitumorales [76].

El efecto antitumoral de los CB se basa fundamentalmente en la capacidad de
estos compuestos para inducir la muerte de las células tumorales. La cascada de
eventos que lleva a la activacion de este proceso por los CB se da de manera
temprana tras la activacién de los receptores de CB en las células tumorales en la
estimulacién de la biosintesis de esfingolipidos (una familia de lipidos que
desempefia un importante papel estructural y sefializador en la célula) y su
acumulacion en el organulo donde tiene lugar dicho proceso: el reticulo
endoplasmatico (RE) [74,76].

En el RE se dan funciones de gran importancia para la célula entre las que se
encuentran la propia sintesis lipidica, la sintesis y plegamiento de proteinas o el
almacenamiento de calcio. Cuando este organulo sufre algln tipo de alteracion
se activan una serie de mecanismos, denominados de manera genérica respuesta

al estrés de RE, que tienen como objetivo restablecer el normal funcionamiento
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del RE. Sin embargo, en ocasiones, la intensidad o duracion del estimulo que
origina la alteracion hace que la ruta de respuesta a estrés de RE conduzca a la
activacion de la muerte celular programada [77]. En dicha ruta desempefian un
papel destacado dos proteinas denominadas p8 (un factor de transcripcion que

controla la expresion de otras proteinas) y una de sus dianas, TRB3 [78].

El tratamiento con cannabinoides origina un aumento en los niveles de estas
dos proteinas, lo que conduce a la inhibicién de otro importante complejo
sefializador denominado mTORC1 (“mammalian target of rapamycin complex
17) y a la activacion de un proceso celular que dicho complejo controla, la
autofagia [78]. En circunstancias normales la autofagia actla proporcionando
nutrientes a las células y es por tanto un proceso que participa en el normal
funcionamiento de las mismas. Sin embargo, al igual que ocurria en el caso del
estrés de RE, la autofagia puede tener también un papel inductor de muerte
celular. Asi, el tratamiento con cannabinoides activa la autofagia de manera que
este proceso conduce a la activacion de la apoptosis y a la muerte de las células
tumorales (Figura 1.41) [77].

Es importante destacar que estos efectos de los CB son selectivos de las
ceélulas tumorales ya que el tratamiento con estos compuestos no promueve ni la
acumulacién de ceramida, ni la activacion de la ruta relacionada con el estrés de

RE, ni la autofagia, ni la apoptosis en células no transformadas [77].
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Figura 1.41. ecanlémo de accion antitumoral de los cannabinoides.
Fuente: https://piedrapsilosofal.wordpress.com/2012/01/15/el-efecto-antitumoral-de-
los-cannabinoides.
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5.GLIOBLASTOMA MULTIFORME

Cualquier tumor que se forme en las células gliales (del griego “glia’, que
significa pegamento), o en tejido de sostén, del cerebro se denomina “glioma”.
Un tipo de glioma es el astrocitoma (Figura 1.42). Los astrocitomas toman su
nombre de los astrocitos, las células en forma de estrella de las cuales crecen
[79].

Figura 1.42. Astrocito.
Fuente: American Brain Tumor Association.

Los astrocitomas son tumores compuestos principalmente por astrocitos
anaplésicos y se clasifican en cuatro grados, segin su nivel de malignidad, de
acuerdo con la OMS:

= Astrocitoma pilocitico (Grado 1).

= Astrocitoma de bajo grado (Grado II).

= Astrocitoma anaplésico (AA) (Grado IlI).

= Glioblastoma multiforme (GBM) (Grado IV).

La OMS publicé en 2007 una nueva revision de la clasificacion de los
tumores del SNC en la que se incluyen nuevas entidades patolégicas asi como
variaciones de las ya existentes [80].

El GBM es el mas comin y mas maligno de los tumores cerebrales en
adultos, constituyendo el 50% de todos los gliomas. Este tipo de tumores fueron
descritos por primera vez por Rudolf Virchow en 1863, recibiendo la

denominacién de “espongioblastoma”. Posteriormente se cambio el término por
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el de “glioblastoma”. El término “multiforme” hace referencia a Ia

hetereogeneidad celular que presentan [1].

El GBM se localiza, en la mayoria de los casos, en los hemisferios cerebrales,
en especial en los I6bulos frontal y temporal. Se mostr6é en un estudio con 267
pacientes adultos con GBM que, en la mayoria de los casos, la localizacion es
multilobular, en parte debido a la migracion de las células tumorales a través de
estructuras mielinizadas, principalmente el cuerpo calloso, que proporcionan a la
lesion un aspecto similar a una mariposa. Los principales sintomas que presentan
los pacientes incluyen dolor de cabeza, cambios en la personalidad y elevada

presion intracraneal [1,2].

En la Figura 1.43. Se evidencia una pequefia lesion cortical evoluciona

rapidamente hacia una gran masa tumoral.

Figura 1.43. Imagen de resonancia magnética de un Glioblastoma Primario.
Fuente: Stewart and Kleihues, 2003 of Cancer Report.

Desde el punto de vista histolégico, el GBM presenta una amplia variedad de
alteraciones, como son la necrosis, las hemorragias ocasionales, la prominente
proliferacion vascular, la aparicion de células gigantes, el polimorfismo nuclear

o la elevada actividad mitotica [4].

Segun la clasificacion hecha por Scherer en el afio 1940, existen dos grandes
tipos de GBM:
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e GBM primario

e GBM secundario

Aunque morfoldgica y clinicamente ambos tipos de GBM son indistinguibles,
en realidad constituyen dos entidades diferenciadas, puesto que afectan a
pacientes con diferentes edades, se desarrollan a través de rutas genéticas
distintas, presentan diferentes patrones de expresion de proteinas y RNA; sus

respuestas a radio y quimioterapia varian [5].

a. El GBM primario: Es mucho mas frecuente que el GBM secundario

y se caracteriza por la ausencia de un astrocitoma maligno
preexistente, es decir, que surge de novo. La incidencia es mayor en
personas de edad avanzada, concretamente el pico esta entre los 60-70
anos, el tiempo durante el cual progresa y se desarrolla la enfermedad
es muy corto, alrededor de 1 afio [4,5].

b. El GBM secundario: se desarrolla mas lentamente y lo hace a partir

de astrocitomas de menor grado, como el astrocitoma de bajo grado
(grado 11) o el astrocitoma anaplasico (grado IIl), que progresan
durante un periodo de unos 4 ¢ 5 afios hasta el GBM secundario. El
mayor pico de incidencia en estos tumores esta en torno a los 40-50
afios [4,5].

En la Figura 1.44. Se evidencia la evolucion de los Glioblastomas, aunque
histoldgicamente son indistinguibles los Glioblastomas primarios y secundarios;
evolucionan de forma diferente, presentando diversas alteraciones genéticas y
moleculares y apareciendo en diferentes grupos de edad. TP53: gen que codifica
la proteina p53. CDKN2: gen que codifica la proteina pl6. CDK4/6: kinasa
dependiente de ciclinas 4/6. LOH: pérdida de heterocigosidad del cromosoma
10. PTEN: gen que codifica el homologo de tensina y fosfatasa. EGFR:
receptor del factor de crecimiento epidérmico. MDMZ2: murine double minute 2.
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Figura 1.44. Alteraciones y modo de evolucién de los Glioblastomas primarios y

secundarios.
Fuente: Elaboracion propia.

5.1. Tratamiento

El tratamiento actual del Glioblastoma multiforme es una combinacion de
diferentes modalidades de tratamiento, tales como la cirugia, radiacion y

guimioterapia con temozolamida.

5.1.1. Cirugia

Uno de los pilares de la neurocirugia oncoldgica es obtener una sobrevida con

una importante reseccion de la lesion tumoral.

Los objetivos de la cirugia son obtener tejido tumoral para el diagnostico y la
planificacién del tratamiento, extirpar la mayor cantidad posible de tumor y
reducir los sintomas provocados por la presencia del tumor. En algunas
circunstancias, como por ejemplo determinadas afecciones o preocupaciones
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médicas sobre la ubicacion del tumor, se puede realizar una biopsia en lugar de

una cirugia [81,82].

Debido a la ubicacion del tumor, donde se puedan ver afectados el
movimiento, la sensibilidad o el habla, algunos tumores no pueden ser
extirpados en su totalidad. Se puede realizar una extirpacion parcial del tumor
para disminuir la inflamacion en el cerebro o para reducir la actividad

convulsiva [81].

La cirugia para extirpar un tumor cerebral se lleva a cabo realizando una
abertura en el craneo sobre el tumor, lo que se conoce como craneotomia. El
cirujano tiene a su disposicion varias piezas de instrumental especializado. El
mapeo del cerebro y las MRI funcionales ayudan al neurocirujano a determinar
donde se encuentran las areas vitales del cerebro y asi evitarlas durante la
cirugia. El cirujano puede usar equipo computarizado estereotactico, técnicas
guiadas por imagen o MRI intraoperatorias como instrumentos de navegacion,

algo muy parecido a un sistema GPS [81,82].

Estas herramientas ayudan a guiar el acceso del neurocirujano a algunas areas
dificiles o profundas en el cerebro. Se pueden usar distintos laser durante la
cirugia para vaporizar células tumorales. Los aspiradores ultrasonicos son
instrumentos que pueden dividir y succionar el tumor. Los microscopios de alta

potencia ayudan al neurocirujano a ver mejor el tumor [81].

Debido a que las células de un astrocitoma, similares a tentaculos, crecen
dentro del tejido circundante, estos tumores no se pueden extirpar en su
totalidad.

5.1.2. Radioterapia

La utilidad de la radioterapia ha demostrado eficacia cuando se ha agregado a

la cirugia y quimioterapia, prolongando la sobrevida de los pacientes. La
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radiacion convencional para los astrocitomas de grado alto generalmente se

dirige al sitio del tumor vy al area que lo rodea [4,5].

5.1.3. Quimioterapia

Para los GMB recién diagnosticados, se administra un ciclo de seis semanas
de temozolomida conjuntamente con radiacion. La temozolomida (Figura 1.45)
es un agente alquilante con wuna penetracion razonable de la barrera
hematoencefalica. Algunos oncélogos recomiendan tomar temozolomida una
hora antes de la radioterapia para maximizar su supuesto efecto radio
sensibilizador, aunque por motivos practicos la administracion a la hora de

dormir podria ser mas viable para algunos pacientes [4,81].
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Figura 1.45. Estructura quimica del4-metil-5-ox0-2,3,4,6,8pentazabiciclo
[4.3.0]nona-2,7,9-trieno-9-carboxamida.
Fuente: Elaboracion propia.

5.1.3.1. Temozolamida

La temozolomida (TMZ) es un agente alquilante activo por via oral. La TMZ
es un imidazotetrazina de segunda generacion y es el analogo metilado de la
mitozolomida. Debido a la toxicidad hematoldgica impredecible y a veces grave
de la mitozolomide, la TMZ es el primer agente desarrollado de este grupo
utilizado clinicamente. La TMZ y dacarbazina se metabolizan en el mismo

compuesto activo. La TMZ muestra una actividad significativa en los gliomas
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malignos, incluyendo el astrocitoma anaplésico y el glioblastoma multiforme
[9,83].

Mecanismo _de accion: La TMZ es un profarmaco de un agente citotoxico

alquilante. A pH fisioldgico, la TMZ sufre una rapida conversion no enzimatica
para formar el metabolito activo, la monometil triazenoimidazol carboxamida
(MTIC) (Figura 1.46). Los efectos citotoxicos de MTIC implican la alquilacion
(metilacion) del ADN en varios lugares de la guanina. La formacion de O [6]-
metilguanina inhibe la replicacion del ADN y causa la muerte celular a través de
la estimulacion de la proteina p53. La TMZ es un inhibidor del ciclo celular no
especifico, teniendo lugar la detencion del ciclo celular entre las fases G2-y M.
La combinacion de la TMZ y radioterapia resulta en efectos aditivos. La
resistencia a la TMZ puede ser debida a la sobre expresion de la enzima de
reparacion del ADN, (6]-metilguanina ADN-metil transferasa) y la pérdida de
reparacion del ADN desajuste [84].

H,NOC H,NOC

N N
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O MTIC
5-(3-metil triazen-1-il)-
Temozolamida imidazol-4-carboxamida.

Figura 1.46. Conversion del metabolito activo MTIC.
Fuente: Elaboracion propia.

Farmacocinética: la TMZ se administra por via oral, absorbiéndose rapida y

completamente tras su administracion oral. Las concentraciones plasmaticas
méaximas se producen dentro de una hora. Los alimentos reducen la velocidad y
el grado de absorcién de la TMZ. Las concentraciones plasmaticas maximas y
las AUC disminuyen en un 32% y 9%, respectivamente, y el Tmax aumenta dos
veces (de 1.1 a 2.25 horas) cuando la TMZ se administra despues de un
desayuno con un alto contenido en grasas [85].
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La TMZ se hidroliza espontdneamente a pH fisioldgico a un metabolito
activo, 3-metil-(triazen-1-il) imidazol-4-carboxamida (MTIC), y 4&cido
temozolomida. MTIC se hidroliza a mas de 5-amino-imidazol-4-carboxamida
(AIC) y metilhidrazina, que se cree que las especies activas alquilantes. AIC se
sabe que es un intermedio en la biosintesis de purina y acido nucleico (Figura
1.47).

La TMZ exhibe una cinética lineal y una vida media de eliminacion de 1,8
horas. Las enzimas del citocromo P450 desempefian solo un papel menor en el
metabolismo de la TMZ y MTIC. Alrededor del 39% de la dosis radiactiva de la
TMZ se recupera en la orina después de 7 dias. La recuperacion incompleta de la
TMZ es probablemente debido a la incorporacion de la AIC en acidos nucleicos
[84,85].

MTIC
5-(3-metil triazen-1-il)-
imidazol-4-carboxamida.

[H']
pH<7

H,NOC
NH,
—
N + [CH3N; +]
NN

AIC
5-aminoimidazol-4-
carboxamida.

Figura 1.47. Hidrdlisis del MTIC a AIC y metilhidrazina.
Fuente: Elaboracion propia.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

Temozolamida

MTIC
CONH2 CONHz
= ‘\N -
N\\,,_N\n/l‘ldl-l :> No &H @ Excrecién Renal
conversion AIC
CONHz /
Sp—NH;
N |
E=HH | APOPTOSIS I

N=N—Gn) N, + H* t
. F Ruptura del ADN

Guanina @F /
] o -l ..
ot ,"LH‘ 5 f"”ﬁ Falla
Of-Metilguanina

Figura 1.48. Esquema general del mecanismo de accién de la temozolamida.
Fuente: Elaboracién propia.

6. CULTIVOS CELULARES

Actualmente se entiende por cultivo celular al conjunto de técnicas que
permiten el mantenimiento de las células “in vitro”, manteniendo al maximo sus
propiedades fisioldgicas, bioguimicas y genéticas. Este es un método de
experimentacion que viene siendo utilizado por la investigacion ya desde hace

muchos afios [86].

Es un modelo de estudio in vitro constituido por células que pueden crecer y
mantenerse en suspension 0 en monocapa por mas de 24 horas en condiciones
controladas. Esta técnica tiene la ventaja de un mayor control sobre los factores
que puedan afectar el dafio glial o los posibles mecanismos de accién de los
agentes farmacoldgicos a utilizar; a comparacion, de los modelos in vivo que
tienden a complicarse cuando no se puede controlar factores como la
variabilidad bioldgica y la evaluacion de la eficacia farmacologica.
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El uso de células de Glioblastoma multiforme humano T98G [11] y de rata
glioma C6 entre otros tipos de células, han permitido el disefio de métodos

eficaces para la investigacion de drogas.

6.1. Medio de Cultivo

Actualmente se pueden utilizar ciertos medios con formulas definidas que
incluyen factores de adhesion, inhibidores de proteasas, hormonas, factores de
crecimiento, oligoelementos como Cu, Se y Fe, y proteinas. Existen un gran
numero de medios de cultivos diferentes que se diferencian en la calidad y
cantidad de sus componentes. Algunos son de uso general y otros son muy
especificos para el crecimiento de ciertas células. En la tabla 1.3 se indican

algunos de ellos [87].

Tabla 1.3. Algunos Medios de Cultivo.

BME Medio basal de Eagle

MEM Medio minimo esencial de Eagle
DMEM | Medio MEM modificado por Dulbecco
GMEM Medio MEM de Glasgow
IMDM Medio DMEM modificado por Iscove

L-15 Medio L-15 de Leibovitz

F-10 Medio F-10 de Ham

F-12 Medio F-12 de Ham

199 Medio 199

Fuente: http://histolii.ugr.es/jmgarcia/cultivos/cultivos.pdf.

Para mantener las células de Glioblastoma Multiforme Humano T98G se
cultivaron en Medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, por sus siglas
en inglés Dulbecco’s modified eagle médium), suplementado con 10% de suero

bovino fetal (FBS, por sus siglas en inglés Fetal Bovine Serum) (v/v) y una
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solucion de 50Ul/ml penicilina y 50 pg/ml de estreptomicina al 1% (v/v).

Siendo incubadas a 37°C bajo una atmosfera himeda con 5% de CO, [88].

Se puede sembrar entre 1000 a 1000000 células por pozo en platos de 96
pozos y crecer hasta un 75-80% de confluenza por pozo. En este estado, las
células, pueden ser expuestas a diferentes tipos de agentes nocivos para imitar

los mecanismos de accion de lesiones que se cree, ocurren in vivo [88].

7.GLIOBLASTOMA MULTIFORME HUMANO T98G

Las lineas de células inmortalizadas sirven como sistemas de modelo para el
estudio del desarrollo neural y restauracion de las funciones en modelos de
enfermedades neuroldgicas. Recientemente, mediante técnicas de ingenieria
genética se han producido lineas celulares con caracteristicas especificas gracias
a la insercion de genes en una célula inmortal pre-existente o mediante la

inmortalizacion de células primarias [89].

Las lineas de células de neuroblastoma y glioma, obtenidas originariamente a
partir de células tumorales Unicas, suponen una oportunidad especial para
investigar las diferencias que existen entre las neuronas y la glia. Las ventajas
especiales se refieren a la produccion de grandes poblaciones homogéneas de
estas células mediante clonacion, que pueden cultivarse en condiciones
controlables y manipulables [90]. En 1974 Schubert y colaboradores afirmaron
lo dificil que es trabajar con glias del Sistema Nervioso Central, se clonaron
maltiples lineas celulares tanto gliales como neuronales ya que ensayar en estas
muestras demanda muchos retos [91].

Estas lineas celulares comprenden diversos clonos celulares neuronales tales
como la linea C1300; células gliales centrales como los astrocitomas C6 y CHB,;
células gliales periféricas como las lineas tumorales de células de Schwann, RN-
2; las lineas celulares de Glioblastoma multiforme como; A-172, GOS 3, T98G,
LN405, SW1088,SW1783, CCF-STTG1, MOG-G-CCM, U-87 MG y U118[92].
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Las dos lineas de células clonales, neuroblastoma C1300y glioma C6,
producen un amplio rango de proteinas especificas distintas, lo que destaca su

naturaleza esencialmente diferente [90].

7.1. Modelo Farmacoldgico

La linea celular de Glioblastoma Multiforme Humano T98G (Figura 1.49)
fue originalmente establecida en 1979 de un tumor de Glioblastoma Multiforme
de un vardn de raza blanca de 61 afios de edad [11]. En los cultivos de células
gliales clonales se ha estudiado la biosintesis y propiedades de diversas
macromoléculas. En este sentido, se ha investigado la sintesis de la proteina S-
100, la de los mucopolisacaridos, glucolipidos y diversas glucoproteinas,
demostrandose que son identicas a las encontradas en el cerebro in vivo. La
acumulacién de proteina fibrilar &cida de la glia (GFAP) es un rasgo
caracteristico de la gliosis astrocitica. El (-)-deprenil, un inhibidor especifico de
la monoamino oxidasa (MAO), disminuye la cantidad de mMRNA GFAP en
cultivos de glioma. Este estudio indica por lo tanto que el (-)-deprenil puede ser
utilizado para regular la astrogliosis que sigue a dafios en el Sistema Nervioso

Central al igual que en algunas enfermedades neurodegenerativas [90,91,92].

La linea celular de Glioblastoma Multiforme Humano T98G ofrece ventajas
como el facil cultivo, gran densidad (Figura 1.49), alta viabilidad y generaciones

ilimitadas.

o

Figura 1.49. Glioblastoma Multiforme Humano T98G.
Después de 2 dias de desarrollo (izquierda, baja densidad), después de 4
dias de desarrollo (derecha, alta densidad).

Fuente: ATCC® CRL 1960. [94]
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1.MATERIALES
1.1.MATERIAL BIOLOGICO

1.1.1. Glioblastoma Multiforme Humano T98G

Se utilizo la linea celular de tumor Glioblastoma Multiforme Humano T98G
que se adquirié de la American Type Culture Collection (ATTCC®CRL 1960)
[93], se encontré almacenada a una temperatura de -200°C en una camara de
nitrégeno liquido en los laboratorios de investigacion de Massachusetts College
of Pharmacy and Health Science University, Boston, USA.

La muestra bioldgica se reconstituy6 por incubacién en medio de cultivo a

condiciones adecuadas para su proliferacion.

1.1.2.  Cannabinoides

La muestra de cannabinoides como anandamida fue adquirida por Abcam® y
WINbS5,212-2 mesylate fue comprada de Sigma Aldrich.

1.1.3. Droga utilizada

La temozolamida fue obtenida en Sigma Aldrich, en la descripcion del

producto figura una pureza de 90%.

Figura I1.1. Camara de nitrogeno liquido.
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1.2.MATERIALES DE LABORATORIO

1.2.1. Material descartable

Pipetas de 5y 10ml.

= Tubos de centrifuga de 45ml.

= Tubos de microcentrifuga (Eppendorf).

= Puntas desechables para micropipeta.

= Frascos para cultivo celular (Cell star®, greiner bio-one).

= Platos de incubacion para crecimiento celular transparente de 96
celdas (Costar® 3595).

Figura 11.2. Material descartable utilizado.
A:Tubo de centrifuga de 45ml; B:Plato de incubacion para crecimiento
celular transparente de 96 celdas; C:Frascos para cultivo celular; D:Pipeta
de 5ml; E:Pipeta de 10ml.

1.2.2. Material de vidrio

» Pipetas de 1,5y 10ml.

= Matraces de 100, 500 y 1000ml.
= Probetas de 500 y 1000ml.

= Vaso de precipitado de 50ml.

* Viales.
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1.2.3. Equipos de laboratorio

= Cémara de flujo laminar de presion positiva (Esco®, Class Il Type
A2).

= Camara de incubacion (Memmert®).

= Bafio Maria (Fisher Scientific™).

= Sonificador de bafio (VWR®, Symphony).

= Centrifugadora de laboratorio (Clay Adams™ Dynac™ 111 Centrifuge,
Fisher Scientific™).

= Espectrofotémetro con lector de platos de 96 celdas (Synergy™ HT,
Biotek®).

= Microcentrifugadora (Fisher Scientific™, Marathon 16KM).

= Microscopio invertido (Olympus®, CKX31).

»= Celulometro o contador de células (Nexcelom BioScience®,
AutoT4).

= Pipetas de ultra de alta performancia (VWR®).

= Rotador (VWR®).

= Mezclador de contacto de laboratorio (Touch Mixer) (VWR®).

Figura 11.3. Camara de flujo laminar de presion positiva (Esco®, Class Il
Type A2).
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Figura 11.4. Espectrofotometro con lector de platos de 96 celdas
(Synergy ™ HT, Biotek®).

1.2.4. Test de deteccion

= Kit de ensayo de proteina BCA Pierce™ (Thermo Scientific).
= Kit Western Blot:
- Sistema de deteccién Western™ONE-HOUR (Genscript).
- Fuente de alimentacion Power Pac™ HC (Bio-Rad).
- Inhibidor de la proteasa (Thermo Scientific™ Halt).
- Buffer de lisis celular (Thermo Scientific™ Pierce IP).
- SDS-PAGE (Thermo Scientific™ Pierce).
- Membrana de nitrocelulosa (Thermo Scientific"Pierce).
- Protein ladder (ab116028, Abcam®).
- Quimioluminiscente mejorado (ECL) Western blotting substrato
(ab65623, Abcam®).
- Sistema de imagen cuantitativo para quimioluminiscente (Alpha
Innotech Fluor Chem®FC2 Imaging System, Multilmage 1I® FC
light cabinet).

1.2.5. Reactivos

= Solucidn de azul de tripan (Sigma Aldrich Co®).

= PBS = Buffer fosfato salino pH 7.4 (Sigma Aldrich Co®).
= DMSO = Dimetil sulfoxido (Sigma Aldrich Co®).

= DMEM = Dulbecco Modified Eagle Medium (ATTC®).
= Tripsina- EDTA (ATTC®).
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= FBS = Suero fetal de bovino (ATTC®).

= MTS=([3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-
sulfofenil)- 2H-tetrazolium) (ATTC®).

= Penicilina (50U1/ml).

= Estreptomicina (50pg/ml).

= RIPA = lysis buffer.

= SDS = Docecilsulfato.

= Running buffer.

= Transfer buffer.

= Blocking buffer 5% milk.

= Tween 20.

= TBST = Washing buffer (Tris-Buffer Saline Tween 10X, pH 7.4 ).

= TBE =3,3",5,5’-tetramethylbenzidine.

= Stripping buffer 5X.

= Agua ultrapura.

= Agua destilada.

1.3.LUGAR DE INVESTIGACION

La investigacion se realizd en los laboratorios de post-grado N° 200 de
School of Pharmaceutical Sciences de Massachusetts College and Health
Science University (MCPHS University), Boston, USA.

Figura I1.5. Lboratorios de post-grado de School of Pharmaceutical
Sciences de Massachusetts College and Health Science
University (MCPHS University),Boston, USA.
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2. METODOLOGIA

LINEA CELULAR:
Glioblastoma

Multiforme Humano
T98G.

Determinacion de la
concentracion de proteinas
en la linea celular.

B

P
'Q

Viediante )

Necesaria para
evaluar la

Expresion del receptor
cannabinoide CB; en la
linea celular.

'/ - i
METODO DEL ACIDO
BICINCONINICO (BCA)

Ineludible para
validar la

Evaluacion del efecto
citotéxico de los
cannabinoides,
endocannabinoides y la
temozolamida, solos y en
combinacién sobre la linea
celular.

: !
\i:di;m!-&\ -
4 -
v ! :
WESTERN
BLOT

)
Mediante

ENSAYOS DE VIABILIDAD

Figura 11.6. Esquema general de la metodologia empleada en la

investigacion.

Fuente: Elaboracion propia.

En la Figura 1.6, se muestra un esquema de los métodos usados para poder

determinar el efecto citotoxico de los cannabinoides, endocannabinoides y la

temozolamida, solos y en combinacion sobre la linea celular de Glioblastoma
Multiforme Humano T98G.

21.CULTIVO DE CELULAS DE GLIOBLASTOMA
MULTIFORME HUMANO T98G

Las células de Glioblastoma Multiforme Humano T98G, se encontraba

almacenada en una cdmara de nitrogeno liquido a -200°C [94]. Las células se

cultivaron desde la primera generacion en condiciones estériles en una camara
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de flujo laminar de presién positiva y constantemente se inhibio la proliferacion
microbiana con alcohol isopropilico al 70%.

Para conseguir la temperatura ambiente las células fueron colocadas en bafio
maria a 37°C y cuando estas alcanzaron la temperatura se sembraron en un
frasco de incubacion con medio Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM)
con 10% de suero fetal de bovino (FBS) y estas células se incubaron a una
temperatura de 37°C con una atmosfera de 5% de CO, [94]. Después de tres
dias, se evidencia crecimiento, llaméandose a este el primer pasaje (Figura 11.7).

A partir de este se formaron nuevos pasajes.

Figura 11.7. Frasco de incubacion de la primera generacion.

Para la generacion de nuevos pasajes, se deseché el medio que contenia el
frasco de incubacion con el primer pasaje. Las céelulas se encontraron adheridas a
la base del frasco debido a la produccion de colageno, para separar las células de
la base del frasco de incubacion se desechd el medio contenido y se agreg6 3ml
de Tripsina-EDTA con una agitacién ligera que luego se desecha. Después, se
agregdé otros 5ml de Tripsina-EDTA y este se encuba a 37°C con una atmosfera
de 5% de CO, por 12 minutos, moviéndola con una agitacion ligera cada 4
minutos por 3 veces [94]. En este proceso se observé el desprendimiento de las

células que se evidencia como una pelicula grasa suspendida en el frasco.

Al finalizar el tiempo de incubacion se agregé 10ml de medio DMEM sin
FBS (medio MDEM blanco) mezclando con el contenido del frasco de
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incubacidon. La suspension se transfirié a un tubo para centrifuga de 50ml y se
centrifugo a 1000rpm por 5 minutos. Después se obtuvo un pellet (precipitado de
células) eliminando el medio sobrenadante y se volvio a resuspender con 10ml
de medio DMEM enriquecido con 10% FBS [94], el medio debe mezclarse
uniformemente con el pellet hasta que este pueda suspenderse dentro del medio,
a esto se denomina suspension de células. La suspension final es la que se utiliza

para realizar la siguiente generacion o para estudios especificos.

2.1.1. Conteo de células viables

Para realizar estudios se debe contabilizar la cantidad de células obtenidas y
su porcentaje de viabilidad. Para el conteo de células se sacd 20uL de la
suspension de células y esta cantidad se colocé en un tubo eppendorf mezclando
con 20uL de solucién de azul de tripan, se agito hasta lograr homogeneidad. De
esta mezcla se coloco 20uL en una celda para conteo celular.

El celulémetro (contador de células) (Figura 11.8) se configuro para el conteo
de T98G, luego se colocd la celda para realizar el conteo de las células de
Glioblastoma Multiforme humano T98G [94]. Por ultimo, el equipo determing el
nimero de células por ml de medio y también se obtuvo el porcentaje de
viabilidad celular. Una cantidad 6ptima de células para poder realizar ensayos es

de 1x10°células/ml con una viabilidad mayor del 95%.

\

Figura I11.8. Celulometro o contador de células (Nexcelb?h BioScience®,
AutoT4).
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2.2.DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE
PROTEINAS EN CELULAS DE GLIOBLASTOMA
MULTIFORME HUMANO T98G.

Para realizar los ensayos correspondientes se evalud si la linea celular
Glioblastoma Multiforme Humano T98G contenia una 6ptima concentracion de

proteinas.

Para ello se utilizo el método del Acido Bicinconinico (BCA). Este método

depende principalmente de que, en un medio alcalino, los enlaces peptidicos de

2+ 1+ 1+

las proteinas reducen Cu a Cu . El i6n cuproso Cu producido se une a dos
moléculas de BCA (Figura 11.9) y al hacerlo, les cambian la estructura
electronica de tal manera que ahora absorbe luz a 562 nm'y aparece un color
purpura. Formacion de color influenciado por cisteina, cistina, tirosina y
triptofano. En las condiciones de la reaccion, la absorcion del compuesto es
proporcional a la concentracion de proteina presente en un amplio rango de
trabajo (20-2000pg / ml).

OH
Proteina + Cu®™ — Cu"
N_ cOoO “00C ~ N /N ~ coOr
cu o+ 2 _ "o
52N
N coo ‘ooC N N cOoO
Acido Bicinconinico (BCA) Complejo Cu'(BCA),

Figura 11.9. Reaccién del ensayo BCA.
Fuente: Elaboracion propia.

2.2.1. Aislamiento de las proteinas de las células de Glioblastoma Multiforme
Humano T98G
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Se colocd una generacion de células (T98G) a tubos eppendorfs, luego se
centrifugd las células durante 5 minutos a 1250rpm en 4°C. Al finalizar se

desech¢ el sobrenadante, para obtener el peso de las células.

Pesocélulas = (Pesopellet + Pesotubo eppendorf) - Pesotubo eppendorf

Muestra 1l — 1.0093g — 0.9186 = 0.0907g
Muestra 2 — 0.9556g — 0.9186 = 0.0370g

Al pellet se le adiciond 1ml (1000uL) de PBS frio (Buffer Fosfato Salino)
PBS 1X cold. Se resuspendi6 las células y nuevamente se llevo a la
centrifugadoradurante 5 minutos a 3000rpm en 4°C. Al finalizar se desecho el
sobrenadante y se adiciondé 1000pL de PBS frio (este paso se realiz6 por dos
veces). Después, se desecho el sobrenadante para adicionar lysis buffer RIPA

(Ensayo Radio Inmuno Precipitacion) con EDTA (inhibe las fosfatasas).

Muestra 1 — Peso.¢yias = 0.0907g+ 100uLRIPA
Muestra 2 — Pesogey1qs = 0.0370g+ 50uLRIPA

Posteriormente se incubo las muestras en hielo por un periodo de 30 minutos,
colocando cada 10 minutos por 3 veces en el vortéx. Finalmente, se centrifugé
por 10 minutos a 1300 rpm en 4°C.

Para el conteo de células viables se sacd 20uL de la suspension de células y
esta cantidad se coloco en un tubo eppendorf mezclando con 20uL de solucion
de azul de tripan, se agité hasta lograr homogeneidad. De esta mezcla se colocé
20pL en una celda para conteo celular. La suspension de Glioblastoma
Multiforme Humano T98G contenia:

M;=1.09%x10"células/ml con una viabilidad de 97.1%.
M,=>5.75x10%células/ml con una viabilidad de 95.0%.

2.2.2. Preparacion de estandares diluidas de albimina (BSA)

Se utilizé la Tabla I1.1 como guia para preparar un conjunto de estandares de
proteinas. Se vertio el contenido de una ampolla estandar de albumina sérica
bovina (BSA) en un vial limpio. Cada ampolla contenia 1ml (2mg/ml) de
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estandar albumina que fue suficiente para preparar las diluciones. Las diluciones
se prepararon exactamente con las cantidades indicadas de la tabla con la ayuda
de una micropipeta.

Tabla I1.1. Preparacion de estdndares diluidos de Albumina (BSA).

(Rango de trabajo = 20-2,000ug/ml)

Vial | Volumen de diluyente | Volumeny origen de BSA Concentracién
Buffer BPS (uL) (uL) final BSA (ug/ml)

A 0 300 del stock 2000

B 125 375 del stock 1500

C 325 325 del stock 1000

D 175 175 de la dilucion del vial B 750

E 325 325 de la dilucidn del vial C 500

F 325 325 de la dilucion del vial E 250

G 325 325 de la dilucién del vial F 125

H 400 100 de la dilucién del vial G 25

| 400 0 0 = Blanco

Fuente: Kit de ensayo de proteina BCA Pierce™ (Thermo Scientific).

2.2.3. Preparacion del reactivo de trabajo BCA (WR)

El Kit de ensayo de proteina BCA Pierce™ contiene 2 reactivos, el BCA
reactivo A y el BCA reactivo B.

-Reactivo A: Contiene Carbonato de sodio al 2% (Na,CO3), Tartrato sédico al

0.16%, NaOH al 0.4%, acido Bicinconinico y Bicarbonato de sodio al 0.95%

(NaHCO:3).

-Reactivo B: Contiene solo Sulfato cuprico al 4% (CuSOy,).

Para realizar este ensayo se necesito el reactivo de trabajo (WR), este se preparo
mezclando 50partes BCA reactivo A y lparte del BCA reactivo B (50:1,
Reactivo A:B) (Cantidad segun protocolo). Para determinar el volumen total de

WR necesario se usoé la siguiente formula.

Vol.total requerido del WR = (#estandares+#muestras) X (#duplicados)
X (vol.de WR por muestra)

Vol.total requerido del WR = (9estandares+ 2muestras) X
(4) x (0.2ml por muestra)
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Vol.total requerido del WR = 8.8ml

Para obtener la proporcionalidad 50:1 del Reactivo A:B y poder preparar el

WR, se hizo una regla de tres simple.

= BCA reactivo A, 50 partes:

X =0.173ml

Finalmente, se coloca en un vial limpio y transparente los 8.62ml del BCA
reactivo A'y los 0.17ml del BCA reactivo B, el WR tomé una coloracion verde

clara.

2.2.4. Procedimiento en platos de incubacion para crecimiento celular
transparente de 96 celdas

Para establecer la relacion entre una cierta concentracion de proteina y una
cierta absorcion, se preparé una serie de muestras estandares de proteina que
tienen concentracion conocida (segun tablall.1). Se adicion6 25uL de cada
estandar, los estandares se hicieron por cuadriplicado, y a las 2 dltimas columnas
se adiciono 25uL de las muestras 1 y 2, las muestras se hicieron también por
cuadriplicado; a cada pocillo se agregd 200uL del WR. Posteriormente, se llevd
a la incubadora por 30 minutos y pasado el tiempo se esperé unos 5 minutos a
que enfrie, en donde se lleva a cabo la reaccién y se determind, en un

espectrofotometro, la absorcién de cada muestra.
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2.3.EXPRESION DELRECEPTOR CANNABINOIDE CB;
EN CELULAS DE GLIOBLASTOMA
MULTIFORME HUMANO T98G MEDIANTE
WESTERN BLOT.

Para evaluar la presencia del receptor cannabinoide CB; en células de
Glioblastoma Multiforme Humano T98G se utilizé la técnica analitica de
Western Blot.

FUNDAMENTO:
El western blot es un método en biologia molecular, bioguimica, inmuno
genética para la deteccion de proteinas en una muestra de un tejido
homogeneizado o extracto. Implementa gel electroforesis para separar proteinas
desnaturalizadas de la masa. Las proteinas son trasferidas desde el gel hacia la
membrana (originalmente de nitrocelulosa), donde son examinadas utilizando
anticuerpos especificos para la proteina. Como resultado, los investigadores
pueden examinar la cantidad de proteinas en una muestra y comparar los niveles

de presencia entre varios grupos.

2.3.1. Cultivo de células de Glioblastoma Multiforme Humano T98G

Se cogio uno de los frascos de incubacion de generacion 20 de pasaje, se
desecho el medio que contenia el frasco de incubacion con el anterior pasaje y se
agregd 3ml de Tripsina-EDTA con una agitacion ligera que luego se desecha.
Después, se agregd otros 5ml de Tripsina-EDTA y este se encuba a 37°C con
una atmosfera de 5% de CO, por 12 minutos, moviéndola con una agitacion
ligera cada 4 minutos por 3 veces. Al finalizar el tiempo de incubacion se agrego
10ml de medio DMEM sin FBS mezclando con el contenido del frasco de
incubacidn. La suspension se transfirié a un tubo para centrifuga de 50ml y se
centrifugo a 1000rpm por 5 minutos. Después se obtuvo un pellet eliminando el
medio sobrenadante y se volvié a resuspender con 10ml de medio DMEM
enriquecido con 10% FBS. La suspension final es la que se utiliz para realizar
la técnica analitica de Western Blot.
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2.3.2. Aislamiento de las proteinas de las células de Glioblastoma Multiforme
Humano T98G

Se colocd la suspension de células (T98G) a un tubo eppendorf, luego se
centrifugd las células durante 5 minutos a 1250rpm en 4°C. Al finalizar se

desecho el sobrenadante, para obtener el peso de las células.

Pesocélulas = (Pesopellet + Pesotubo eppendorf) - PeSOtubo eppendorf

Muestra 3 — 0.97644g — 0.9186 = 0.05784g

Al pellet se le adicion6 1ml (1000uL) de PBS 1X cold. Se resuspendid las
células y nuevamente se llevo a la centrifugadora durante 5 minutos a 3000 rpm
en 4°C. Al finalizar se desecho el sobrenadante y se adicioné 1000pL de PBS
frio (este paso se realiz6 por dos veces). Después, se desechod el sobrenadante
para adicionar lysis buffer RIPA con EDTA.

Muestra 3 = Pesog¢y1as = 0.05784g+100uLRIPA

Posteriormente se incub6 las muestras en hielo por un periodo de 30 minutos,
colocando cada 10 minutos por 3 veces en el vortéx. Finalmente, se centrifugo

por 10 minutos a 1300 rpm en 4°C.

Para el conteo de células viables se saco 20uL de la suspension de células y
esta cantidad se coloco en un tubo eppendorf mezclando con 20uL de solucion
de azul de tripan, se agité hasta lograr homogeneidad. De esta mezcla se colocd
20pL en una celda para conteo celular. La suspension de Glioblastoma
Multiforme Humano T98G contenia:

M3=>5.80x10%células/ml con una viabilidad de 95.1%.

2.3.3. Determinacién de la concentracion de proteinas de la muestra 3

Para evaluar la concentracion 6ptima de proteinas de la muestra 3 de la linea
celular Glioblastoma Multiforme Humano T98G se utilizd el método del
Acido Bicinconinico (BCA).
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2.3.3.1. Preparacion de estandares diluidas de albumina (BSA): Las

diluciones se prepararon por triplicado, exactamente con las
cantidades indicadas con la ayuda de una micropipeta, se utilizo la
Tabla 11.4.

2.3.3.2. Preparacion del reactivo de trabajo BCA (WR): Este se prepard

mezclando 50partes BCA reactivo A y 1parte del BCA reactivo B
(50:1, Reactivo A:B) (Cantidad segun protocolo).

Vol.total requerido del WR
= (#estandares+#muestras) X (#duplicados)
X (vol.de WR por muestra)
Vol.total requerido del WR = (9+1) X (3) x (0.2) = 5.4ml

= BCA reactivo A, 50 partes:

X =0.105ml

Finalmente, se coloca en un vial limpio y transparente los 5.29ml del BCA
reactivo A y los 0.11ml del BCA reactivo B, el WR tomé una coloracion verde

clara.

2.3.3.3. Procedimiento en plato de incubacion para crecimiento celular

transparente de 96 celdas: Se adiciond 25uL de cada estandar, los

estandares se hicieron por triplicado, y a la Gltima columna se
adiciono 25uL de la muestra 3, la muestra se realiz6 también por
triplicado; a cada pocillo se agregd 200uL del WR. Posteriormente,
se llevo a la incubadora por 30 minutos y pasado el tiempo se
esper6 unos 5 minutos a que enfrie, en donde se lleva a cabo la
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reaccion y se determin0, en un espectrofotometro, la absorcion de

cada muestra.

2.3.3.4. Lectura del Espectrofotdmetro: Se inserto el plato de incubacion

para crecimiento celular transparente de 96 celdas, salieron los
valores de absorbancia y con ello se realiz6 una gréfica de la
relacion entre proteina concentracion pg/ml y  absorbancia a
562nm (Figura 11.10). Se utiliz6 el promedio de los tres valores

encontrados para cada concentracion de la muestra 3.

BSA Estandar

25 y =0.001x + 0.051
2 _
7S R*=0.9898

2 /

15

L / @ BSA Estandar

0.5 — Lineal (BSA
0 . . X Estandar)

0 1000 2000 3000

Concentracién (ug/ml)

Figura 11.10. Curva estandar de BSA por el método del acido Bicinconinico
(BCA).

Absorbanciaa 562nm

Fuente: Elaboracion propia.

Y =0.001X+0.051

Promedio — Blanco = 1.357667 — 0.108333 = 1.249333
1.249333 = 0.001X + 0.051
X =1198.333ng

La gréfica de la Figura 11.10, demostrd linealidad y esto corroboré que la

ecuacion de la curva estandar de BSA proporciona la confiabilidad de los

resultados en esta investigacion.
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= Caélculo de la cantidad de muestra necesario:

1198.333ug  1198.333ug  100ug
1ml ~1000pL  Xul

= 83.44924pL = 83.4uL

= Calculo de la cantidad de RIPA necesario:

100pL — 83.4uL = 16.6pL

= Para preparar Laemmli’s SDS-Sample buffer (4X reducing):

100uL RIPA + 100pL SDS 4X = 200uL Dye (2X)(Figura I1.11)

.

100puL Dye 2X

16.6pL RIPA

83.4pL Muestra 3

Figura 11.11. Representacion gréafica de la muestra 3.
Fuente: Elaboracion propia.

La muestra 3 (83.4uL de muestra 3+16.6uL RIPA +100uL Dye (2X)) se

guardo en el refrigerador.

2.3.4. Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS. "SDS-PAGE"
(PAGE = polyacryl amide gel electrophoresis) en presencia del
detergente anidnico dodecilsulfato sddico (SDS).

= Se prepar0 el gel SDS-PAGE (Figura 11.12) que separa las proteinas en

funcién de su peso molecular.

1. Para la preparacion del gel separador o inferior (5 ml, grosor = 0,75
mm), se mezcld los siguientes reactivos, segn la Tabla 11.2, en un

frasco Kitasato de 50 ml:
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Tabla I1.2. Preparacion del gel separador o inferior.

Componente Concentracion final 20%
Agua desionizada 367 pl
Amortiguador separador 1250 pl
SDS 50 pl
Acrilamida/bisacrilamida 3333 ul

Fuente: Western Blot procedure Abcam®.

2. Se armo el molde para el gel, se mont6 el “sandwich” con dos placas
de vidrio (uno tiene un rebaje) y los dos “separadores” en vertical
entre ellas y a ambos lados. Se introdujo en el soporte formador de
geles y se adiciond la preparacion del gel separador.

3. Se inici6 la reaccion de polimerizacion agregando 3ml de TEMED
(N,N,N’,N’-tetrametil-etilenodiamina) y 15ml de persulfato de
amonico a la mezcla. Inmediatamente se mezcl6 y se vertid la
solucién en los vidrios (molde), hasta la marca hecha, sin atrapar
burbujas. De seguido, se elimind la curvatura (menisco) en la
superficie, con una delgada capa (1-2 mm) de agua destilada (esto
hace que la superficie del gel quede recta), depositada muy
suavemente sobre la mezcla. Se dejé que polimerice el gel
Optimamente en 20 min.

4. Una vez que la interfase entro el polimero y el agua se torno visible,
se esperd 15 min adicionales para que se complete la reaccion. Luego,
se decant6 el exceso de liquido (agua destilada) de la superficie, y
antes de que polimerice se introdujo en la parte superior el “peine”,
que formara en el gel acumulador los pocillos para luego poder aplicar
las muestras, en posicion ligeramente inclinada (para no atrapar
burbujas).

5. Se preparo el gel superior o compactador, mezclando los componentes
segun la Tabla 11.3:
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Tabla 11.3. Preparacion del gel superior o compactador.

Componente Cantidad
Agua desionizada 1,5 ml
Amortiguador superior 630 pl
SDS 33 ul
Acrilamida/bisacrilamida 330
TEMED 2 ul
Persulfato de amonio 10 pl

Fuente: Western Blot procedure Abcam®.

6. Una vez agregados los catalizadores, se mezclo y vertié de inmediato
en el molde, nivelando ahora el peine a su posicion horizontal, sin
atrapar burbujas. Se dejo polimerizar.

7. Finalmente se quito el peine deslizandolo suavemente, y se lavd los
hoyos llenandolos con agua y aspirando luego con una jeringa (esto

elimina residuos de componentes no polimerizados).

—Se cogi6 la muestra 3 preparada de Laemmli’s SDS-Sample
(83.4uL de muestra 3+16.6uL RIPA +100uL Dye (2X)) que estuvo
guardada en el refrigerador, para calentarla a 100°C por 5 minutos.

= Una vez armado el equipo, se colocd sobre un recipiente al cual se le
adiciond lentamente Running buffer (10X Tris-Glycine SDS buffer)
segun la Tabla I1.4, 100ml de buffer + 900ml de agua destilada.

Tabla I1.4. Preparacion del Running buffer.

Componente Cantidad
Tris base 25 mM
Glycine 190 mM
SDS 0.1%

Fuente: Western Blot procedure Abcam®.
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Figura 11.12. Preparacion de un gel de poliacrilamida.

(1) Vidrios, que determinan el grosor del gel; (2) Peine, para formar los hoyos

para muestras; (3) Bloque de plastico para ensamblar los vidrios; (4) Base para

realizar el chorreo del gel; (5) Ndcleo de la cAmara de electroforesis, con los
electrodos.

= Se carg6 las muestras en los hoyos (5-40uL por duplicado) (Tabla 11.5),

al primer hoyo se adicion6 ab116027 Prism Ultra protein Ladder (10-

180kDa) Abcam® (Molecular weight ladder), fue fundamental realizar

estos pasos sin que haya contaminaciones cruzadas entre los distintos

hoyos, por ello se usé diferentes puntas desechables para micropipeta.

Tabla 11.5. Cantidad y ubicacion de la muestra3 en los hoyos.
1 2 3 4 5 6 7 8 9

10‘:0LteFi)rr1I7_r2dLéclatrra SuL | 5uL | 10pL | 10uL | 20pL | 20uL | 40uL | 40pL
P M; | Ms Ms M3 M3 Ms Ms M

10-180KDa
Fuente: Elaboracion propia.

= Se coloco la cubierta del instrumento (Figura 11.13) en la orientacion
indicada basado en electrodos, se insertd los electrodos en el
tomacorriente, se adiciono el resto del Running buffer y se colocé a 125V
durante 1hora y media; primero se comenz6 con 80V y después de 30
minutos se aumentd a 125V.
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Figura 11.13. Equipo Trans-Blot SD, SEMI-DRY TRANSFER CELL.

2.3.5. Transferencia del gel de poliacrilamida con SDS. "SDS-PAGE" a una
membrana de nitrocelulosa.

— Pasada la hora y media, se desconecto la corriente y se sac6 el sandwich,
se separaron las placas de vidrio con ayuda de una espatula y se saco el
gel (se us6 guantes para evitar tocar el gel con los dedos) con cuidado de
no invertir su orientacion.

= Se cort6 2 pedazos de filtros y 2 membranas de nitrocelulosa (a tamafio
de 2.5cm * 3.5cm), las que fueron remojadas en Transfer buffer (Tabla

11.6) en un recipiente de plastico.

Tabla I1.6. Preparacion del Transfer buffer.

Componente Cantidad
Tris base 25 mM
Glycine 190 mM
Metanol 20%

Fuente: Western Blot procedure Abcam®.

= Luego se colocé los filtros y las membranas de nitrocelulosa (Figura
I1.14), nuevamente en el equipo (asegurando de que no haya burbujas
entre cada capa, haciendo rodar un tubo de ensayo en la parte superior de
este sandwich evitando presionar demasiado fuerte para evitar que se

rompa el gel de poliacrilamida con SDS).
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Figura I1.14. Filtros y membranas de nitrocelulosa (a tamafio de 2.5cm * 3.5cm),
remojadas en Transfer buffer en un recipiente de plastico.

— Se coloco la cubierta del instrumento, se insertd los electrodos en el
tomacorriente, se adiciono el resto del Transfer buffer y se colocé a 14V
durante 45 minutos.

= Al finalizar el tiempo se retiro el gel del cassette (con una espéatula para
acabar de abrir el cassette), se cortd los bordes de los geles de
poliacrilamida con SDS a la altura de las membranas de nitrocelulosa
(para eliminar el exceso de gel de poliacrilamida con SDS) y se colocé en

un nuevo pocillo de plastico con agua destilada.

2.3.6. Blogueo de membrana de nitrocelulosa.

= Se colocd el pocillo de plastico con agua destilada sobre un rotador
durante 5 minutos a temperatura ambiente.

= Se prepare el Washing buffer (TBST): Tris-buffered saline Tween (Tabla
1.7).

Tabla I1.7. Preparacion del Washing buffer (TBST).

Componente Cantidad
TBS 10X (Tris-buffered saline 10X, pH 7.4) 100 ml
Agua destilada 900 ml
Tween 20 500puL

Fuente: Western Blot procedure Abcam®.
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= Se prepar0 el Blocking buffer (Milk buffer) 5% de leche en polvo con 1X
de Washing buffer (TBST) , segun la Tabla 11.8

Tabla 11.8. Preparacion del Blocking buffer.
Componente Cantidad
Leche en polvo 5.0000g

Washing buffer (TBST) 100 ml

Fuente: Western Blot procedure Abcam®.

— Para bloquear la membrana de nitrocelulosa, se adicion6 el Blocking
buffer durante 1hora en un rotador a temperatura ambiente.

= Finalizado el tiempo se lavo la membrana de nitrocelulosa con Washing
buffer (TBST) durante 5 minutos en un rotador (Figura I1.15) a
temperatura ambiente por 3 veces.

Figura 11.15. Equipo Rocking Platform (Rotador de Temperatura
Ambiente).

2.3.7. Anticuerpo Primario.

— Se afiadid el 1°anticuerpo primario a la membrana (1° Ab), se usé el
ADb23703 anticuerpo anti-receptor de cannabinoides 1 (60kDa) Abcam®.

= Se realizé la dilucién del anticuerpo primario con BSA (albumina de
suero bovino) en un tubo de centrifuga Falcon 50 ml (la dilucién 1: 200
fue de acuerdo a las instrucciones del fabricante Abcam®).
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= Se lavo la membrana de nitrocelulosa con la dilucion y se incubd en el
rotador a 4°C durante toda la noche.

= Al dia siguiente, se lavo la membrana de nitrocelulosa con Washing
buffer (TBST) durante 5 minutos en un rotador a temperatura ambiente
por 3 veces.

= En un vial se prepar6 20uL del anticuerpo anti-receptor de cannabinoides
1 con 4000uL de TBS 1X, la solucion se adiciono sobre la membrana de
nitrocelulosa y se colocd en el rotador 4°C durante toda la noche.

2.3.8.  Anticuerpo Secundario.

= Se afiadio el 2°anticuerpo secundario a la membrana (2° Ab), se usé el
Ab97069Goat Anti-Rabbit 1IgG H&L (HRP) preadsorbed (67kDa)
Abcam®.

= Se lavd la membrana de nitrocelulosa durante 10 minutos en el rotador a
temperatura ambiente por 3 veces (para eliminar residuos del anticuerpo
primario y evitar la aparicion de bandas no especificas).

— Mientras se lavaba, se realizo la dilucion del anticuerpo secundario con
Washing buffer (TBST) en un tubo de centrifuga Falcon 50 ml (la
dilucion 1: 10000 fue de acuerdo a las instrucciones del fabricante
Abcam®).

= Se incubd la membrana de nitrocelulosa con la dilucion en el rotador a
temperatura ambiente por 1 hora.

= Se lavé la membrana de nitrocelulosa con Washing buffer (TBST)
durante 10 minutos en un rotador a temperatura ambiente por 3 veces.

= En un vial se prepar6 1L del 2°anticuerpo secundario con 10000puL de
TBS 1X, la solucién se adiciono sobre la membrana de nitrocelulosa y se
incubo por 1 hora en el rotador.

— Pasada la hora se lavo la membrana de nitrocelulosa con Washing buffer
(TBST) durante 5 minutos en un rotador a temperatura ambiente por 3

Veces.
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2.3.9. Anticuerpo Anti-Actina.

= Se afadio el Anticuerpo Anti-Actina, se usé elAb49900Anti-beta Actin
antibody [AC-15] (HRP) (42kDa) Abcam®.

= Se lavo la membrana de nitrocelulosa durante 10 minutos en el rotador a
temperatura ambiente por 3 veces.

= Mientras se lavaba, se realizo la dilucion del Anticuerpo Anti-Actina con
Milk buffer al 1% en un tubo de centrifuga Falcon 50 ml (la dilucion 1:
20000 fue de acuerdo a las instrucciones del fabricante Abcam®).

= Se incubd la membrana de nitrocelulosa con la dilucion en el rotador a
temperatura ambiente por 1 hora.

= Se lavé la membrana de nitrocelulosa con Washing buffer (TBST)

durante 5 minutos en un rotador a temperatura ambiente por 3 veces.

2.4PREPARACION DE LA MUESTRA DE
CANNABINOIDES

2.4.1. Preparacion de la solucion de Anandamida (AEA, PM 347,53 g/mol )

La anandamida viene en presentacion liquida como 5mg/ml. Para la
preparacion de la muestra, se retiré 1 ml con la ayuda de una jeringa del vial de
anandamida que fue adquirida por Abcam® para obtener una solucion stock de
4800uM. Los vehiculos usados fueron 10% de DMSO y 90% de PBS.

S5mgAEA 1
347.53mg /mmol - 0.003L

= 4.80mM = 4800 pM (3000 pL stock)

= Se obtuvo la concentracion de 4800uM.
= 0.003L es 2ml de DMSO +1ml de solucion de AEA.
A partir de esta solucion stock 4800uM se prepard soluciones para ensayos
posteriores. Cuyas concentraciones fueron de 5, 30 y 100uM. La siguiente ecuacion

esquematiza la dilucion.
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4800uM X V;(ml de sol.) = C,(conc final en pM) x 10ml

- Concentracion en viales: 5, 30, 100uM
> x10
- Concentracién en pozo: 0.5, 3, 10uM

Se considerd la proporcion de 10% de DMSO y 90% de PBS, por lo tanto se agrego

la cantidad necesaria segun célculos de DMSO y PBS para cumplir este requisito.

a. Preparacion de la dilucion de 5uM (C,V; = C,V5)

4800puM X V; = 5uM x 10ml
V; = 0.0104ml = 10.4pL del stock

= DMSO =1000uL —10.4uL = 989.6uLDMSO
= PBS =10ml — 1ml = 9mIPBS

b. Preparacion de la dilucién de 30uM (C,V; = C,V,)

4800uM x V; = 30uM x 10ml
V; = 0.0625ml = 62.5uL del stock

= DMSO =1000uL — 62.5uL = 973.5uLDMSO
= PBS =10ml— 1ml = 9mIPBS

c. Preparacion de la dilucién de 100uM (C,V; = C,V5)

4800uM X V; = 100uM x 10ml
vV, = 0.208ml = 208ul del stock

= DMSO =1000uL —208uL = 792uLDMSO
= PBS =10ml— 1ml = 9mIPBS

En la Tabla 11.9, se muestra la cantidad necesaria segln célculos de DMSO y PBS

para preparar la solucion del endocannabinoide (anandamida).
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Tabla 11.9. Soluciones de anandamida.

Conc. final (uM) pL de Sol stock(4800uM) | uL de DMSO | ml de PBS
5 10.4 989.6 9
30 62.5 937.5 9
100 208 792 9

Fuente: Elaboracion propia.

2.4.2. Preparacion de la solucion de WIN55,212-2 mesylate (WIN, PM
522.61g/mol )

El WINS5,212-2 mesylate viene en presentacion sélida en forma de polvo

con un contenido de 25mg.

Para la preparacion de la muestra se tomé 5mg de WIN para obtener una
solucion stock de 4783uM. Los vehiculos usados fueron 10% de DMSO vy 90%
de PBS.

5mgWIN 1
522.61mg/mmol ¥ 0.002L de DMSO

= 4.783mM = 4783uM (2000 pL stock)

= Se obtuvo la concentracién de 4783 uM.
= 0.002L es 100% puro de DMSO.

A partir de esta solucidon stock 4783uM se prepar6 soluciones para ensayos
posteriores. Cuyas concentraciones fueron de 25, 50 y 100uM.La siguiente ecuacion

esquematiza la dilucion.

4783uM X V;(ml de sol.) = C,(conc final en uM) x 10ml
- Concentracion en viales: 25, 50, 100uM >
x10

- Concentracion en pozo: 2.5, 5, 10uM

Se considerd la proporcion de 10% de DMSO y 90% de PBS, por lo tanto se agrego
la cantidad necesaria segun célculos de DMSO y PBS para cumplir este requisito.
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a. Preparacion de la dilucion de 25uM (C,V; = C,V5)

4783uM x V; = 25uM X 10ml
V; = 0.0523ml = 52.3uL del stock

= DMSO =1000uL — 52.3uL = 947.7uLDMSO
= PBS =10ml— 1ml = 9mIPBS

b. Preparacion de la dilucion de 50uM (C,V; = C,V,)

4783uM X V; = 50uM x 10ml
V; = 0.104ml = 104ul del stock

= DMSO =1000uL — 104uL = 896uLDMSO
= PBS =10ml— 1ml = 9mIPBS

c. Preparacion de la dilucion de 100uM (C,V; = C,V5)

4783uM x V; = 100uM x 10ml
V; = 0.209ml = 209ul del stock

= DMSO =1000uL —209uL = 791uLDMSO
= PBS =10ml— 1ml = 9mIPBS

Tabla 11.10. Soluciones de WIN55,212-2 mesylate.

Conc. final (UM) uL de Sol stock (4783uM) | pL de DMSO | ml de PBS
25 52.3 947.7 9
50 104 896 9
100 209 791 9

Fuente: Elaboracion propia.

En la Tabla 11.10, se muestra la cantidad necesaria segun célculos de DMSO y PBS

para preparar la solucion del cannabinoide (WIN55,212-2 mesylate).

2.5.PREPARACION DE LA DROGA UTILIZADA

2.5.1. Preparacion de la solucion de temozolamida (TMZ, PM 194.15g/mol )
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La temozolamida viene en presentacion solida en forma de polvo con un
contenido de 25mg. Para la preparacion de la muestra se tom6 5mg de TMZ para
obtener una solucién stock de 5150uM. Los vehiculos usados fueron 50% de
DMSO vy 50% de PBS.

5mgTMZ 1

194.15mg/mmol 0.005L de 50% DMSO
= 5150uM (5000 pL stock)

= 5.15mM

= Se obtuvo la concentracion de 5150uM.

= 0.005L es 50% de DMSO en PBS.

= Primero se adiciona 50% de DMSO y después 50% de PBS.

— En lugar de PBS se puede usar PEG como vehiculo de
disolucion.

= 5150uM stock =5mgTMZ + 2.5ml DMSO + 2.5ml PBS.

A partir de esta solucion stock 5150uM se preparé soluciones para ensayos
posteriores. Cuyas concentraciones fueron de 250, 500 y 1000uM. La siguiente

ecuacion esquematiza la dilucion.

5150uM x V;(ml de sol.) = C,(conc final en uM) X 5ml

- Concentracién en viales: 250, 500, 1000uM >
x10

- Concentracion en pozo: 25, 50, 100uM
Se considero la proporcion de 50% de DMSO y 50% de PBS, por lo tanto se

agregd la cantidad necesaria segun calculos de DMSO y PBS para cumplir este
requisito.

a. Preparacion de la dilucién de 250uM (C,V; = C,V5)

5150uM x V; = 250uM X 5ml
Vi = 0.243ml = 243ul del stock
(contiene 121.5uL DMSO +121.5uL PBS)
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= DMSO =500pL — 121.5uL = 378.5uL DMSO
= PBS =4500puL — 121.5pL = 4378.5uL PBS

b. Preparacion de la dilucion de 500uM (C,V; = C,V5)

5150uM X V; = 500uM X 5ml
V; = 0.485ml = 485ul del stock
(contiene 242.5uL DMSO + 242.5uLPBS)

= DMSO =500pL — 242.5uL = 257.5uL DMSO
= PBS = 4500pL — 242.5uL = 4257.5uL PBS

c. Preparacion de la dilucion de 1000uM (C,V; = C,V,)

5150puM X V; = 1000uM x 5ml
V; =0.971ml = 971uL del stock
(contiene 485.5uL DMSO +485.5uL PBS)

= DMSO =500pL — 485.5uL = 15.5uL DMSO
= PBS = 4500uL — 485.5uL = 4014.5uL PBS

En la Tabla 11.11, se muestra la cantidad necesaria segun célculos de DMSO y PBS

para preparar la solucion de la droga (temozolamida).

Tabla 11.11. Soluciones de temozolamida.

Conc. final (UM) pL de Sol stock(5150uM) | pL de DMSO | uL de PBS
250 243 378.5 4378.5
500 485 257.5 4257.5
1000 971 15.5 4014.5

Fuente: Elaboracion propia.

. g : 4 $y
Figura 11.16. Preparacion de las drogas utilizadas.
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26.ENSAYOS DE VIABILIDAD DE LAS CELULAS
FRENTE A LOS TRATAMIENTOS.

Se aplico el ensayo de MTS ([3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-
carboximetoxifenil) -2-(4-sulfonil)-2H-tetrazolium), este es un método
colorimétrico, que determina la viabilidad celular de células, citotoxicidad o

quimio sensibilidad de Glioblastoma Multiforme Humano T98G.

Este ensayo contiene un reactivo derivado de tetrazolium, que reacciona con
las enzimas mitocondriales (enzima deshidrogenasa) formando un compuesto
formazan (Figura 11.17), el cual es cromoforo, absorbiendo luz a una longitud de
onda de 490nm (azul). La viabilidad celular es directamente proporcional al

color producido por el ensayo de MTS.

QCHLOOH OCH,CO0H 50

S0;
Nes Ve
Ej\f N O\( “N

f“l-l“l'{"-‘-'{a . CHy NtH S on ‘
24 X
Che

Hy NADH NAD+ ' CH,

A

MTS = Formazan

Figura I1.17. Reaccion del ensayo MTS.
Fuente: Elaboracion propia.

Para demostrar el sinergismo y la citotoxicidad de los CB, eCB con la TMZ
sobre la linea celular Glioblastoma Multiforme Humano T98G, se realiz6 un
tratamiento individual al CB, eCB y a la droga usada en esta investigacion;
también se realizé un tratamiento combinado en dos etapas.

» 1"Etapa: PRE-Tratamiento; donde se administré primero el CB o eCB
(AEA, WIN55,212-2 mesylate) y después se administro la droga (TMZ).

= 2% Ftapa: POST-Tratamiento; donde se administré primero la droga (TMZ)
y después se administrd el CB 0 eCB (AEA, WIN55,212-2 mesylate).
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Las concentraciones trabajadas fueron:
= AEA: Anandamida, endocannabinoide natural (eCB). AEA 05, 3 y
10uM.
= WIN: WINS5,212-2 mesylate, cannabinoide sintético (CB).WIN 2.5, 5y
10uM.
» TMZ: Temozolamida, agente citostatico (DROGA).TMZ 25, 50 y 100
M.

Todos ellos realizados a tres diferentes tiempos: 12 hrs, 24 hrs 'y 48 hrs.

2.6.1. Tratamiento individual con células de Glioblastoma Multiforme Humano
T98G

células

de

Se realiz6 dos conteos celulares viables de 245 000

ml

células

200 000

P (células de Glioblastoma Multiforme Humano T98G).

2.45 x 10° +2.00 x 10° ; células
X = > =2.255x 10

1.0x10% células

T hozo 0449 -1 — 44.94 M-
pozo

2.225x10558ulas pozo
ml

— La cantidad maxima es de 220uL por pozo, se incubd 44.94 p‘;—io de

células de Glioblastoma Multiforme Humano T98G en el plato de
crecimiento celular transparente de 96 celdas por triplicado.

= Luego se afiadié 135.1ul del medio DMEM sin FBS (medio MDEM
blanco) a 37°C y de 5% de CO, (180ul-44.9u1=135.1pl).

= Se adicion6 20ul de AEA a (0.5, 3 y 10uM), WIN a (2.5, 5 y 10uM) y
TMZ a (25, 50 y 100 uM), las muestras se realizaron por triplicado.

= Se realiz6 3 platos de crecimiento celular transparente de 96 celdas, uno
para un periodo de incubacion de 12 horas, el segundo para un periodo de
incubacién de 24 horas y el tercero para un periodo de incubacion de 48
horas (Figura 11.18).
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= Ademas se realizo un control de DMSO 10% con las células en medio
DMEM sin FBS, con la finalidad de determinar si las concentraciones
usadas afectan la viabilidad de esta linea celular (el ensayo se realizd por
triplicado).

= Se realiz6 un blanco con solo DMSO 10% para evaluar si se encontraba
puro, para evitar una falsa respuesta por una posible contaminacion (el
ensayo se realizo por triplicado).

= Se realiz6 otro blanco con DMSO 10% y solucion de MTS, con el fin de
corroborar que la solucion se encontraba en déptimas condiciones (el
ensayo se realiz6 por triplicado).

— Pasado el tiempo de incubacién de cada plato de crecimiento celular
transparente de 96 celdas (12, 24 y 48 horas), se agregd 10ul de solucion
de MTS y se incub6 por 3 horas méas. Luego de este periodo se midi6 la

absorbancia en el espectrofotometro de 96 pozos a 490nm.

Tabla 11.12. Esquema de cantidades usadas para los 3 platos de crecimiento
celular transparente de 96 celdas, para los 3 periodos de incubacion (12, 24y

48 horas).

1 2 ‘ 3 ‘ 4 5 ‘ [ ‘ 7 8 9 10 11 12
CONTROL TEMOZOLOMIDA ANANDAMIDA BLANCO | BLANCO
Células | Células | Células (22411“19? Células | Células | Células| Células | Células | Células
(44.94 | (44.94 | (44.94 b (44.94 | (4494 | (4494 | (4494 | (4494 | (44.94

)} ul) )} " ul) ul) ul) )} ul) ul)

+ + + . + + + + + +
Medio Medio Medio I(vllggluf Medio | Medio | Medio | Medio Medio Medio 10% Di\?l?o
(135.1 | (1351 | (135.1 D (135.1 | (135.1 | (135.1 | (135.1 | (1351 | (135.1 | DMSO @10u0)

ul) ul) ul) Lﬂr ul) ul) ul) ul) ul) uh (210ul) 4

+ + + 100 + + + + + + + 10%

10% | 25UM | SOM | | 0.SEM | 3EM | L0 RM | 25 EM | S M| L0 RM | MTS |
DMSO T™Z ™Z AEA AEA AEA WIN WIN WIN (1opul)

™Z 10ul

Qouh | oDy | @O | ot ouD | QopD) | 20uD) | (0u) | (ouD | (20uD) (10uh

+ + + + + + + + +
MTS MTS MTS MTFS MTS MTS MTS MTS MTS MTS
(o | (owh | (owh | | doud | dop | (oud | (lopl) | (1ouh | (10ub

Fuente: Elaboracion propia.

En la Tabla 11.12, se muestra el esquema de las cantidades y concentraciones usadas
para los para los 3 periodos de incubaciéon (12, 24 y 48 horas) en los platos de
crecimiento celular transparente de 96 celdas.
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Figura 11.18.

m

squema del plato transparente de 96 pozos.
Fuente: Elaboracion propia.

En la Figura 11.18, se esquematiza del A1 a C1 el CONTROL; de 2A a 2C
temozolamida 25uM; de 3A a 3C temozolamida 50puM, de 4A a 4C temozolamida
100uM; de 5D a 5F Anandamida 0.5uM; de 6D a 6F Anandamida 3uM; de 7D a 7F
anandamida 10uM; de 8A a 8C WIN55,212-2 mesylate 2.5uM; de 9A a 9C
WIN55,212-2 mesylate 5.0uM; de 10A a 10C WIN55,212-2 mesylate 10uM; de 11D
a 11F BLANCO de DMSO 10% y solucion de MTS; de 12D a 12F BLANCO de
DMSO 10%. Es el mismo esquema para los 3 periodos de incubacion (12, 24 y 48

horas).

2.6.2. Tratamiento combinado con células de Glioblastoma Multiforme
Humano T98G

2.6.2.1. 1" Etapa: PRE-Tratamiento; donde se administré primero el
CB o0 eCB (AEA, WIN55,212-2 mesylate) y después se
administrd la droga (TMZ).

2.6.2.1.1. PRE-Tratamiento de anandamida mas temozolamida con
células de Glioblastoma Multiforme Humano T98G en el plato
de crecimiento celular transparente de 96 celdas.

Se realizé conteo celular manual:

= 1%conteo: 35
= 2%conteo: 40
= 3% conteo: 24
= 4°conteo: 22

El promedio fue ==X 1.
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células
ml

31
Vi 7.75 x 2 = 15.5 x 10%* = 155000 = 1.55 x 10°

4 células
1.0 x 10 Dozo

células

ul
pozo

ml
= 0.0645—— = 64.6
1.55 x 105 pozo

= La cantidad maxima es de 220uL por pozo, se incubd 64.6;;% de células

de Glioblastoma Multiforme Humano T98G en el plato de crecimiento
celular transparente de 96 celdas por triplicado.

= Luego se afadié 115.4pl del medio DMEM sin FBS (medio MDEM
blanco) a 37°C y de 5% de CO; (180ul-64.6ul=115.4ul).

= Se adiciono 20ul de AEA de (5, 30 y 100uM), (el ensayo se realizé por
triplicado), se incubo por 12, 24 y 48 horas.

— Despueés de la incubacion de cada periodo del eCB, se adiciond 20ul
deTMZ de (275, 550 y 1100 uM), por 12 horas de incubacion.

= Se realiz6 3 platos de crecimiento celular transparente de 96 celdas, uno
para un periodo de incubacion de 12 horas, el segundo para un periodo de
incubacién de 24 horas y el tercero para un periodo de incubacion de 48
horas (Figura 11.19).

= Ademas se realizé un control de DMSO 10% con las células en medio
DMEM sin FBS, con la finalidad de determinar si las concentraciones
usadas afectan la viabilidad de esta linea celular (el ensayo se realiz6 por
triplicado).

= Se realiz6 un blanco con solo DMSO 10% para evaluar si se encontraba
puro, para evitar una falsa respuesta por una posible contaminacién (el
ensayo se realizé por triplicado).

= Se realiz6 otro blanco con DMSO 10% y solucién de MTS, con el fin de
corroborar que la solucién se encontraba en éptimas condiciones (el
ensayo se realizé por triplicado).

— Pasada las 12 horas de incubacién de cada plato de crecimiento celular

transparente de 96 celdas (12, 24 y 48 horas), se agregd 10ul de solucién
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de MTS y se incubd por 3 horas mas. Luego de este periodo se midio la

absorbancia en el espectrofotometro de 96 pozos a 490nm.

Tabla 11.13. Esquema de cantidades usadas para el PRE-Tratamiento de
anandamida con temozolamida de los 3 platos de crecimiento
celular transparente de 96 celdas, para los 3 periodos de incubacion
(12, 24 y 48 horas).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Anandamida 0.5pM Anandamida 3uM
AEA AEA AEA AFEA AEA AEA
CONTROL | g5\ | 0.5uM | 0.5uM | 3uM 3uM 3uM BLANCO |BLANCO
TMZ TMZ TMZ | TMZ | TMZ | TMZ
25uM | SOpM | 100pM | 25uM | S0pM | 100uM
Células | Celulas | Células | Células | Ceélulas | Células | Células | Células | Células
Cetulas | (646 (64.6 (64.6 (64.6 (64.6 (64.6 (64.6 (64.6 (64.6
ul) ul) ul) ul) ul) ul) ul) ul) ul)
(54f“1) + + + + + + + + +
Medi Medio Medio Medio Medio Medio Medio Medio Medio Medio 10% 10%
(11§ 4“’1) (1154 | (1154 | (1154 | (1154 | (1154 | (1154 | (1154 | (1154 | (1154 DMS‘:) DMSO
n " pl) pl) p) p) pl) ul) ul) pl) ul) 200ul) (200ul)
10% + + + + + + + + + . H +
DMS::) 5uM 5uM SuM | 30uM | 30uM | 30uM | 100uM | 100uM | 100uM | o 10%
0u) AEA AEA AEA AEA AEA AEA AEA AEA AEA DMS‘;:) DMSO
+“ (20ul) | Oul) | (2Oul) | 20uD) | (20uD) | (20ul) | (20ul) | (20ul) | (20ul) (20ul) (20ul)
L0% + + + + + + + + + . +
DMS::) 275 550 1100 275 550 1100 275 550 1100 MTS 10%
20ul) uM uM uM uM uM uM uM uM uM (1oul) DMSO
+“ TMZ TMZ TMZ TMZ TMZ TMZ TMZ TMZ TMZ (1oul)
MTS (20ul) | (20uD) | (2oul) | (2oul) | (2OuD) | (2oul) | (20uD) | (20ul) | (20uD)
(10ul) + + + + + + + + +
H MTS MTS MTS MTS MTS MTS MTS MTS MTS
(toul) | (toul) | (toul) | (10ul) | (l0ul) | (10ul) | (10ul) | (10ul) | (10ul)

Fuente: Elaboracion propia.

En la Tabla 11.13, se muestra el esquema del PRE-Tratamiento de anandamida con

temozolamida en células de Glioblastoma Multiforme Humano T98G en el plato de

crecimiento celular transparente de 96 celdas para los 3 periodos de incubacién. Las

concentraciones que se muestra en la tabla en las dos primeras filas se refieren a las

concentraciones en los pocillos, mientras que las concentraciones que se indican en

las columnas detalladas se refieren a las concentraciones en los viales que se utilizo.
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Figura 11.19. Plato transparente de crecimiento celular de 96 pozos con muestra,
para el PRE-Tratamiento de anandamida con temozolamida.
Fuente: Elaboracion propia (derecha).

En la Figura 11.19, se esquematiza del Al a C1 el CONTROL,; de 2A a 2C
AEA 5uM y TMZ 275uM; de 3A a 3C AEA 5uM y TMZ 550uM; de 4A a 4C
AEA 5uM y TMZ 1100uM; de 5D a 5F AEA 30uM y TMZ 275uM; de 6D a 6F
AEA 30uM y TMZ 550uM; de 7D a 7F AEA 30uM y TMZ 1100uM; de 8A a
8C AEA 100uM y TMZ 275uM; de 9A a 9C AEA 100puM y TMZ 550uM; de
10A a 10C AEA 100uM y TMZ 1100uM; de 11A a 11C BLANCO de DMSO
10% y solucion de MTS; de 12A a 12C BLANCO de DMSO 10%. Es el mismo
esquema para los 3 periodos de incubacion (12, 24 y 48 horas).

2.6.2.1.2. PRE-Tratamiento de WIN55,212-2 mesylate més temozolamida
con células de Glioblastoma Multiforme Humano T98G en el
plato de crecimiento celular transparente de 96 celdas.

Se realiz6 conteo celular manual:
= 1%conteo: 61

= 2%conteo: 61
= 3% conteo:51
= 4% conteo: 51

El promedio fue = X=56.

células
ml

56
T=14><2=28><104 = 280000 = 2.8 x 10°
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1.0 x 10% células
ml ]
PO _ () 0357 —— = 35.8—
2.8 x 105 == pozo pozo
m

= La cantidad méaxima es de 220uL por pozo, se incubo 35.8;;% de

células de Glioblastoma Multiforme Humano T98G en el plato de
crecimiento celular transparente de 96 celdas por triplicado.

= Luego se afiadi6 144.2ul del medio DMEM sin FBS (medio MDEM
blanco) a 37°C y de 5% de CO, (180ul-35.8ul=144.2ul).

= Se adicion6 20pul de WIN de (25, 50 y 100puM), (el ensayo se realizo por
triplicado), se incubo por 12, 24 y 48 horas.

— Después de la incubacion de cada periodo del CB, se adiciono 20ul de
TMZ de (275, 550 y 1100 uM), por 12 horas de incubacion.

= Se realizo 3 platos de crecimiento celular transparente de 96 celdas, uno
para un periodo de incubacion de 12 horas, el segundo para un periodo de
incubacion de 24 horas y el tercero para un periodo de incubacién de 48
horas (Figura 11.20).

= Ademas se realizé un control de DMSO 10% con las células en medio
DMEM sin FBS, con la finalidad de determinar si las concentraciones
usadas afectan la viabilidad de esta linea celular (el ensayo se realiz6 por
triplicado).

= Se realiz6 un blanco con solo DMSO 10% para evaluar si se encontraba
puro, para evitar una falsa respuesta por una posible contaminacion (el
ensayo se realizé por triplicado).

= Se realiz6 otro blanco con DMSO 10% y solucion de MTS, con el fin de
corroborar que la solucién se encontraba en éptimas condiciones (el
ensayo se realizé por triplicado).

— Pasada las 12 horas de incubacién de cada plato de crecimiento celular
transparente de 96 celdas (12, 24 y 48 horas), se agreg6 10ul de solucién
de MTS y se incubd por 3 horas mas. Luego de este periodo se midio la
absorbancia en el espectrofotometro de 96 pozos a 490nm.
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Tabla 11.14. Esquema de cantidades usadas para el PRE-Tratamiento de
WIN55,212-2 mesylate con temozolamida de los 3 platos de
crecimiento celular transparente de 96 celdas, para los 3 periodos
de incubacion (12, 24 y 48 horas).

1 2 ‘ 3 4 5 ‘ 6 ‘ 7 8 9 10 11 12
(WINS55,212-2 mesylate 2.5pM | WIN55,212-2 mesylate SuM
WIN WIN WIN WIN WIN WIN
CONTROL | 5 5yng | 2.5uM | 2.5pM SuM SuM SuM BLANCO |BLANCO
TMZ TMZ TMZ TMZ TMZ TMZ
25uM | 50pM | 100uM | 25uM | S0pM | 100pM
Células | Células| Células| Células| Células| Células| Células| Células| Células
, (35.8 (35.8 (358 | (358 | (358 (35.8 (358 (358 | (358
Cllas | Ty 1 | W | w | w | W | W | W | w
(5.8 + + + + + + + + +
:1. Medio Medio Medio Medio Medio Medio Medio Medio Medio 10% 10%
Medio | (1445 | (1442 | (1442 | (1442 | (1442 | (1442 | (1442 | (1442 | (1442 ° | DMso
(144211 DMSO
N pl) ny ) b Y] Y] Y] ) ul) (200ul) (200ul)
10% + + + + + + + + + - +
Dvso | 2SHM | 25uM | 25uM | S0uM | SOuM | SOuM | 100uM | 100uM | 100pM | 10%
Qoul) WIN WIN WIN WIN WIN WIN WIN WIN WIN DMSO DMSO
N (oul) | ouD) | (ouh | ouh | QouD | (204D | 0uD) | Qouh | @0uh | oo | (20uD
10% + + + + + + + + + N +
DMSO 275 550 1100 275 550 1100 275 550 1100 MTS 10%
oul) uM uM uM uM uM uM uM uM uM (1oul) DMSO
. TMZ TMZ T™MZ T™MZ TMZ TMZ T™MZ TMZ TMZ (10ul)
MTS (20ul) | (2oul) | (20ul) | (20wl) | (20uD) | (20uD) | (20ul) | (20ul) | (20uD)
+ + + + + + + + +
(10ul) MTS MTS MTS MTS MTS MTS MTS MTS MTS
(10ul) (10ul) (10ul) | (10ul) (10ul) (10ul) (10ul) (10ul) | (10ub
Fuente: Elaboracion propia.

En la Tabla 11.14, se muestra el esquema del PRE-Tratamiento de WIN55,212-2
mesylate con temozolamida en células de Glioblastoma Multiforme Humano T98G
en el plato de crecimiento celular transparente de 96 celdas para los 3 periodos de
incubacion. Las concentraciones que se muestra en la tabla en las dos primeras filas
se refieren a las concentraciones en los pocillos, mientras que las concentraciones
que se indican en las columnas detalladas se refieren a las concentraciones en los

viales que se utilizo.
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Figura 11.20. Plato transparente de crecimiento celular de 96 pozos con muestra
para el PRE-Tratamiento de WIN55,212-2 mesylate con
temozolamida.

Fuente: Elaboracion propia.
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En la Figura 11.20, se esquematiza del Al a C1 el CONTROL,; de 2A a 2C
WIN 25uM y TMZ 275uM; de 3A a 3C WIN 25uM y TMZ 550uM; de 4A a 4C
WIN 25uM y TMZ 1100uM; de 5D a 5F WIN 50uM y TMZ 275uM; de 6D a
6F WIN 50uM y TMZ 550uM; de 7D a 7F WIN 50uM y TMZ 1100uM; de 8A
a 8C WIN 100pM y TMZ 275uM; de 9A a 9C WIN 100uM y TMZ 550uM; de
10A a 10C WIN 100pM y TMZ 1100uM; de 11A a 11C BLANCO de DMSO
10% y solucién de MTS; de 12A a 12C BLANCO de DMSO 10%. Es el mismo

esquema para los 3 periodos de incubacion (12, 24 y 48 horas).

2.6.2.2. 2%Etapa: POST-Tratamiento; donde se administré primero la droga
(TMZ) y despues se administré el CB o0 eCB (AEA, WIN55,212-2
mesylate).

2.6.2.2.1. POST-Tratamiento de temozolamida mas anandamida con
células de Glioblastoma Multiforme Humano T98G en el
plato de crecimiento celular transparente de 96 celdas.

Se realizo conteo celular manual:
= 1%conteo: 49
= 2%conteo: 49
= 3% conteo: 49
= 4% conteo: 49

El promedio fue = X=49.

células
ml

49
i 12.25 x 2 = 24.5 x 10* = 245000 = 2.45 X 10°

4 células
.0 X —_—
1.0 x 10 bozo

células

ul
pozo

ml
= 0.0408—— =40.8
pozo

2.45 x 10°

= La cantidad maxima es de 220uL por pozo, se incubd 40.8p‘;—lz“0 de

células de Glioblastoma Multiforme Humano T98G en el plato de
crecimiento celular transparente de 96 celdas por triplicado.
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= Luego se afiadié 139.2ul del medio DMEM sin FBS (medio MDEM
blanco) a 37°C y de 5% de CO, (180u1-40.8ul1=139.2pl).

= Se adicion6 20ul de TMZ de (250, 500 y 1000uM), por 12 horas de
incubacion.

= Después de la incubacién de la droga, se adiciono el eCB, 20ul de AEA
de (5.5, 33 y 110uM), (el ensayo se realizo por triplicado), se incubd
por 12, 24 y 48 horas.

= Se realiz6 3 platos de crecimiento celular transparente de 96 celdas, uno
para un periodo de incubacion de 12 horas, el segundo para un periodo
de incubacion de 24 horas y el tercero para un periodo de incubacion de
48 horas (Figura 11.21).

= Ademas se realizo un control de DMSO 10% con las células en medio
DMEM sin FBS, con la finalidad de determinar si las concentraciones
usadas afectan la viabilidad de esta linea celular (el ensayo se realiz6
por triplicado).

= Se realiz6 un blanco con solo DMSO 10% para evaluar si se encontraba
puro, para evitar una falsa respuesta por una posible contaminaciéon (el
ensayo se realizo por triplicado).

= Se realiz6 otro blanco con DMSO 10% y solucién de MTS, con el fin
de corroborar que la solucion se encontraba en optimas condiciones (el
ensayo se realiz6 por triplicado).

— Pasada las horas de incubacion de cada plato de crecimiento celular
transparente de 96 celdas (12, 24 y 48 horas), se agregé 10l de
soluciéon de MTS y se incubd por 3 horas mas. Luego de este periodo se
midio la absorbancia en el espectrofotometro de 96 pozos a 490nm.
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Tabla 11.15. Esquema de cantidades usadas para el POST-Tratamiento de
temozolamida con anandamida de los 3 platos de crecimiento
celular transparente de 96 celdas, para los 3 periodos de incubacién
(12, 24 y 48 horas).

1 2 ‘ 3 ‘ 4 5 ‘ 6 ‘ 7 11 12
Temozolamida 250 | Temozolamida S0uM
TMZ TMZ TMZ TMZ TMZ TMZ
CONTROL 250 25uM | 25pM S0pM S0pM S0pM BLANCO |BLANCO
AEA AEA AEA AEA AEA AEA
0.5uM | 3pM | 10pM | 0.5uM | 3pM | 10pM
Células | Células| Células| Células| Células| Células| Células| Células| Células
.y (40.8 (40.8 (40.8 (40.8 (40.8 (408 (408 (408 (408
élulas
(40 8ul) ul) ul) ul) ul) ul) ul) ul) ul) ul)
N + + + + + + + + +
Medio Medio Medio Medio Medio Medio Medio Medio Medio Medio 10% 10%
(139.201) (1392 | (1392 | (1392 | (1392 | (1392 | (1392 | (1392 | (1392 | (1392 | oo | DMSO
7 ul) ul) ul) ul) ul) ul) ul) ul) ul) (200ul) (200ul)
10% + + + + + + + + + . +
DMSO 250 250 250 500 500 500 1000 1000 1000 10% 10%
(20ul) uM uM uM uM uM uM uM M uM DMSO DMSO
L TMZ TMZ TMZ TMZ TMZ TMZ TMZ TMZ TMZ (20ul) (20ul)
10% @oul) | (20ul) | 2oul) | (20ul) | 2opD) | @oul) | 2oul) | 2ouD) | (20uD) J +
DMSO + + + + + + + + + MTS 10%
Q0D SSuM | 33uM | 110uM | SSUM | 33uM | 110uM | SSuM | 33uM | 110uM | 5 | DMSO
N AEA AEA AEA AEA AEA AEA AEA AEA AEA (1oul)
MTS (20ul) | (20uD) | (20ul) | (2Oul) | (20ul) | (20ul) | (20ul) | (20ul) | (20ul)
L0uD) + + + + + + + + +
(10u MTS MTS MTS MTS MTS MTS MTS MTS MTS
(1oul) | (Qoul) | (owl) | (10wl | (1oul) | (1ouD | (doud) | (ould) | (loul)

Fuente: Elaboracion propia.

En la Tabla 11.15, se muestra el esquema del POST-Tratamiento de temozolamida

con anandamida en células de Glioblastoma Multiforme Humano T98G en el plato

de crecimiento celular transparente de 96 celdas para los 3 periodos de incubacion.

Las concentraciones que se muestra en la tabla en las dos primeras filas se refieren a

las concentraciones en los pocillos, mientras que las concentraciones que se indican

en las columnas detalladas se refieren a las concentraciones en los viales que se

utilizo.
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Figura 11.21. Plato transparente de crecimiento celular de 96 pozos para el
POST-Tratamiento de temozolamida con anandamida.
Fuente: Elaboracion propia.
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En la Figura 11.21, se esquematiza del A1 a C1 el CONTROL,; de 2A a 2C TMZ
250uM y AEA 5.5uM; de 3A a 3C TMZ 250uM y AEA 33uM; de 4A a 4C TMZ
250uM y AEA 110pM; de 5D a 5F TMZ 500uM y AEA 5.5uM; de 6D a 6F TMZ
500uM y AEA 33uM; de 7D a 7F TMZ 500uM y AEA 110uM; de 8A a 8C TMZ
1000pM y AEA 5.5uM; de 9A a 9C TMZ 1000uM y AEA 33uM;de 10A a 10C
TMZ 1000uM y AEA 110uM; de 11D a 11F BLANCO de DMSO 10% y solucion
de MTS; de 12D a 12F BLANCO de DMSO 10%. Es el mismo esquema para los 3
periodos de incubacion (12, 24 y 48 horas).

2.6.2.2.2. POST-Tratamiento de temozolamida mas WIN55,212-2
mesylate _con células de Glioblastoma Multiforme Humano

T98G en el plato de crecimiento celular transparente de 96
celdas.

Se realizo conteo celular manual:
= 1%conteo: 34
= 2%conteo: 34
= 3% conteo: 32
= 4°conteo: 32

El promedio fue = X=33.

células

33
i 8.25 x 2 = 16.5 X 10* = 165000 = 1.65 X 10°

1.0 x 10% células
ml 1
PO 00606 —— = 60.6—
1.65 x 10° - pozo pozo
m

= La cantidad maxima es de 220uL por pozo, se incub6 60.61);% de células

de Glioblastoma Multiforme Humano T98G en el plato de crecimiento
celular transparente de 96 celdas por triplicado.

= Luego se afiadio 119.4ul del medio DMEM sin FBS (medio MDEM
blanco) a 37°C y de 5% de CO, (180ul-60.6u1=119.4pl).

= Se adiciond 20ul de TMZ de (250, 500 y 1000uM), por 12 horas de
incubacion.
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= Después de la incubacion de la droga, se adicion6 el CB, 20ul de WIN de
(27.5, 55 y 110uM), (el ensayo se realizo por triplicado), se incub6 por
12, 24 y 48 horas.

= Se realiz6 3 platos de crecimiento celular transparente de 96 celdas, uno
para un periodo de incubacion de 12 horas, el segundo para un periodo de
incubacion de 24 horas y el tercero para un periodo de incubacion de 48
horas (Figura 11.22).

= Ademas se realizo un control de DMSO 10% con las células en medio
DMEM sin FBS, con la finalidad de determinar si las concentraciones
usadas afectan la viabilidad de esta linea celular (el ensayo se realiz6 por
triplicado).

= Se realiz6 un blanco con solo DMSO 10% para evaluar si se encontraba
puro, para evitar una falsa respuesta por una posible contaminacién (el
ensayo se realizé por triplicado).

= Se realizo otro blanco con DMSO 10% y solucién de MTS, con el fin de
corroborar que la solucion se encontraba en éptimas condiciones (el
ensayo se realizé por triplicado).

— Pasada las horas de incubacién de cada plato de crecimiento celular
transparente de 96 celdas (12, 24 y 48 horas), se agrego 10ul de solucion
de MTS y se incub6 por 3 horas méas. Luego de este periodo se midi6 la

absorbancia en el espectrofotometro de 96 pozos a 490nm.
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Tabla 11.16. Esquema de cantidades usadas para el POST-Tratamiento de
temozolamida con WIN55,212-2 mesylate de los 3 platos de
crecimiento celular transparente de 96 celdas, para los 3 periodos
de incubacion (12, 24 y 48 horas).

1 2 ‘ 3 ‘ 4 5 ‘ 6 ‘ 7 3 9 10 1 12
Temozolamida 25uM | Temozolamida S0pM
TMZ | TMZ | TMZ | TMZ | TMZ | TMZ
CONTROL ZSII.M zs'lM zs'lM SOILM SOII.M SollM BLANCO | BLANCO
WIN WIN WIN WIN WIN WIN
25uM | SpM | 10pM | 2.5pM | SpM | 10pM
Células| Células| Células| Células| Células| Células| Células| Células| Células
, (60.6 (60.6 (60.6 (60.6 (60.6 (60.6 (60.6 (60.6 (60.6
Chlas | "y | wy | ow | W | oW | W | oW | oW | oW
(Gof“ ) + + + + + + + + +
Medio Medio Medio Medio Medio Medio Medio Medio Medio Medio 10% 10%
(119.4]) (1194 | (1194 | (1194 | (1194 | (1194 | (1194 | (1194 | (1194 | (1194 | o | DMSO
= ul) ub) ul) uh uh) ul) ul) ul) ul) (200ul) (200ul)
10% + + + + + + + + + N +
DMSO 250 250 250 500 500 500 1000 1000 1000 10% 10%
(20ul) uM uM uM uM uM uM uM uM uM DMSO DMSO
N TMZ TMZ TMZ T™MZ TMZ TMZ TMZ TMZ TMZ 20u1) (20ul)
L0% @oul) | opl) | (zoul) | ouD) | 2oul) | (20uD) | (20ul) | (20ul) | (20uD) . +
DMSO + + + + + + + + + MTS 10%
oul) 27.5uM | S5uM | 110uM [27.5uM | 55uM | 110uM |27.5uM | S5uM | 110uM (10u1) DMSO
N WIN WIN WIN | WIN WIN WIN | WIN WIN WIN (10ul)
MTS (20ul) | (20ul) | (20uD) |(20uD) (20ul) | (20ub) | (20ub) (20ul) | (20ul)
+ + + + + + + + +
(10uD) MTS MTS MTS MTS MTS MTS MTS MTS MTS
(10ul) | (10ul) | (10ul) | (10ul) | (10ul) | (10ul) | (10ul) | (10ul) | (10ul)

Fuente: Elaboracion propia.

En la Tabla 11.16, se muestra el esquema del POST-Tratamiento de temozolamida

con WINS5,212-2 mesylate en células de Glioblastoma Multiforme Humano T98G

en el plato de crecimiento celular transparente de 96 celdas para los 3 periodos de

incubacion. Las concentraciones que se muestra en la tabla en las dos primeras filas

se refieren a las concentraciones en los pocillos, mientras que las concentraciones

que se indican en las columnas detalladas se refieren a las concentraciones en los

viales que se utilizé.
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Figura 11.22. Plato transparente de crecimiento celular de 96 pozos para el
POST-Tratamiento de temozolamida con WIN55,212-2
mesylate.

Fuente: Elaboracion propia.
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En la Figura 11.22, se esquematiza del Al a C1 el CONTROL,; de 2A a 2C
TMZ 250uM y WIN 27.5uM; de 3A a 3C TMZ 250uM y WIN 55uM; de 4A a
4C TMZ 250uM y WIN 110uM; de 5D a 5F TMZ 500uM y WIN 27.5uM; de
6D a 6F TMZ 500uM y WIN 55uM; de 7D a 7F TMZ 500uM y WIN 110uM;
de 8A a 8C TMZ 1000uM y WIN 27.5uM; de 9A a 9C TMZ 1000uM y WIN
55uM; de 10A a 10C TMZ 1000uM y WIN 110uM; de 11D a 11F BLANCO de
DMSO 10% y solucién de MTS; de 12D a 12F BLANCO de DMSO 10%. Es el

mismo esquema para los 3 periodos de incubacion (12, 24 y 48 horas).
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RESULTADOS Y DISCUSION
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1.CULTIVO CELULAR DE GLIOBLASTOMA
MULTIFORME HUMANO T98G

La linea celular de Glioblastoma Multiforme Humano T98G, demostré un
Optimo desarrollo en el procedimiento de cultivo celular utilizado en esta

investigacion.

Las células fueron cultivadas e incubadas en condiciones de 37°C con una
atmosfera de 5% de CO; con medio Dulbecco Modified Eagle Medium
(DMEM) con 10% de suero fetal de bovino (FBS) [94] quien aportd los
nutrientes necesarios y el FBS proporciond los factores de crecimiento los cuales

fueron importantes para la diferenciacion celular.

El ndmero de células/ml y la viabilidad de las generaciones de células
producidas para la investigacion, no tuvieron diferencia significativa, lo que

demostré homogeneidad de los resultados.

En las siguientes figuras (Figura 1l1.1, 111.2 y 111.3) se puede observar el
crecimiento y desarrollo de la linea celular, que se evidencia con el aumento de
densidad celular (cantidad de células) de acuerdo al tiempo de incubacion.

Figura I11.1. Glioblastoma Multiforrﬁe Humano 'T98G‘v'isto en microscopio
invertido a 12 horas de incubacion a 40X.
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Figura 111.3. Glioblastoma Multiforme Humano T98G visto en microscopio
invertido después de tres dias de incubacién a 40X.

2.DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE
PROTEINAS EN CELULAS DE GLIOBLASTOMA
MULTIFORME HUMANO T98G.

Para realizar los ensayos correspondientes se evalué si la linea celular
Glioblastoma Multiforme Humano T98G contenia una 6ptima concentracién de
proteinas, para ello se utilizé el método del Acido Bicinconinico (BCA).
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Se realiz6 un aislamiento de las proteinas de las células de Glioblastoma
Multiforme Humano T98G. La suspension de Glioblastoma Multiforme Humano
T98G contenia:

M;= 1.09x10’células/ml con una viabilidad de 97.1%.

M,=> 5.75x10%élulas/ml con una viabilidad de 95.0%.
Luego se prepararon los estandares diluidos de albumina (BSA), para lo que
se utilizd la Tabla 1.4 como guia para preparar un conjunto de estandares de
proteinas. También se prepard el reactivo de trabajo BCA (WR), segun

indicaciones del Kit de ensayo de protefna BCA Pierce™.

Se realiz6 el procedimiento en platos de incubacion para crecimiento celular
transparente de 96 celdas, para establecer la relacion entre una cierta
concentracion de proteina y una cierta absorcion, para ello se adicion6 25uL de
cada estandar, los estdndares se hicieron por cuadriplicado, y a las 2 ultimas
columnas se adiciono 25uL de las muestras 1 y 2, las muestras se hicieron
también por cuadriplicado; a cada pocillo se agregé 200uL del WR (Figura
[11.4). Posteriormente, se llevé a la incubadora por 30 minutos y pasado el
tiempo se esper6 unos 5 minutos a que enfrie, en donde se lleva a cabo la

reaccion y se determind, en un espectrofotometro, la absorcion de cada muestra.

Figura I11.4. Plato transparente de crecimiento celular de 96 pozos con muestra
1y 2, después que se midio su absorbancia en el espectrofotometro
a562nm.
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Este método depende principalmente de que, en un medio alcalino, los

2+ 1+
enlaces peptidicos de las proteinas reducen Cu a Cu . El i6n

1+

cuproso Cu producido se une a dos moléculas de BCA vy al hacerlo, les
cambian la estructura electronica de tal manera que ahora absorbe luz a
562nm y aparece un color purpura. Formacion de color influenciado por cisteina,

cistina, tirosina y triptéfano.

En las condiciones de la reaccion, la absorcion del compuesto es
proporcional a la concentracion de proteina presente en un amplio rango de
trabajo (20-2000ug/ml). En la lectura del espectrofotémetro, salieron los valores
de absorbancia (Figura I11.5) y con ello se realiz6 una grafica de la relacion
entre proteina concentracion pg/ml y absorcion a 562nm. Se utilizé el promedio
de los tres valores encontrados para cada concentracién de la muestra 3.

StA StB 5tC 5tD StE StF S5tG StH St Muestra 1 Muestra 2
1.682 1.52 0.757 0.847 0.348 0.198 0.159 0.109 0.075 0.351 0.321
2.013 1.528 0.793 0.894 0.421 0.265 0.156 0.09 0.08 0.147 0.51
2.051 1.583 0.791 0.974 0.397 0.274 0.155 0.197 0.076 0.284 0.423
251 1.609 0.906 0.924 0.329 0.239 0.152 0.101 0.075 0.337 0.532

Figura I11.5. Valores de absorbancia de los estandares y de la muestra 1y 2 en
el espectrofotémetro a 562nm.

Luego se saca promedio de cada columna de los estandares porque se
hicieron por cuadriplicado, y al resultado se resta el blanco (Tabla Il11.1), para
tener las absorbancias finales que fueron usadas para elaborar la curva estandar
de BSA (Tabla I11.2) por el método del acido Bicinconinico (BCA).

Tabla I11.1. Valores de absorbancias de los estandares.
Promedio | 2.0640 | 1.5600 | 0.81175 | 0.90975 | 0.37375 | 0.24400 | 0.15550 | 0.12425 | 0.07650

Promedio- | 19875 | 1.4835 | 0.73525 | 0.83325 | 0.20725 | 01675 | 00790 |0.04775 | O
Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla I11.2. Valores que fueron usadas para elaborar la curva estdndar de BSA.

Concentracion a 562nm | Absorbancia (ng/ml)
2000 1.9875
1500 1.4835
1000 0.73525
750 0.83325
500 0.29725
250 0.1675
125 0.079
25 0.04775
0 0

Fuente: Elaboracion propia.

Salieron los valores de absorbancia y con ello se realizé una gréfica (Figura
I11.6) de la relacion entre proteina concentracién pg/ml y absorcién a 562nm.

BSA Estandar

2.5 y =0.001x - 0.0534
s R?=0.9754
o
2 /
o 10 / # BSAEstandar
©
g
s 3
-g 0.5 ——Lineal (BSA
2 0 * Estadndar)
< T T T T 1

s 500 1000 1500 2000 2500

Concentracion (pug/ml)

Figura 111.6. Curva estandar de BSA por el método del acido Bicinconinico
(BCA).
Fuente: Elaboracion propia.

La gréfica de la Figura I11.6, demostrd linealidad y esto corrobord que la
ecuacion de la curva estandar de BSA proporciona la confiabilidad de los
resultados en esta investigacion.

Célculos para determinar la concentracion de proteina de cada muestra:
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= Muestra 1:
Y =0.001X —-0.0534
0.20325 = 0.001(X) — 0.0534
X = 256.65ug/ml
= Muestra 2:

Y =0.001X - 0.0534
0.3700 = 0.001(X) — 0.0534
X =423.40ug/ml

Se demostro que la linea celular Glioblastoma Multiforme Humano T98G en

esta investigacion contenia una 6ptima concentracion de proteinas.

3.EXPRESION DEL RECEPTOR CANNABINOIDE CB;
EN CELULAS DE GLIOBLASTOMA MULTIFORME
HUMANO T98G MEDIANTE WESTERN BLOT.

Para evaluar la presencia y cuantificar la densidad del receptor cannabinoide
CB; presente en células de Glioblastoma Multiforme Humano T98G se utilizo la
técnica analitica de Western Blot. El analisis se realizé siguiendo métodos
estandares, para ello se cultivé células de Glioblastoma Multiforme Humano
T98G vy la suspension final es la que se utilizo para realizar el aislamiento de las

proteinas en la cual la muestra presentd una optima viabilidad.

M; = 5.80x10%células /ml con una viabilidad de 95.1%.

Se corrobor6 si la muestra 3 presentaba una concentracion O6ptima de
proteinas para lo que se utilizo el método del Acido Bicinconinico (BCA), en
donde demostr6 contener una Optima concentracion de proteinas, que

evidenciaria la expresion del receptor cannabinoide CB;.

Concentracion de proteinas de la muestra 3 = 1198.333ug/ml
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Las proteinas se separaron por electroforesis en gel de poliacrilamida en
presencia del detergente anidnico dodecilsulfato sodico (SDS), en donde se
cargo las muestras en los hoyos (5-40uL por duplicado), al primer hoyo se
adicion6 ab116027 Prism Ultra protein Ladder (10-180kDa) Abcam®
(Molecular weight ladder).

Se realizd la transferencia del gel de poliacrilamida con SDS a una membrana
de nitrocelulosa, para realizar el bloqueo y poder afadir el 1°anticuerpo primario
(1° Ab) especifico para la proteina diana a la membrana, se usé el Ab23703
anticuerpo anti-receptor de cannabinoides 1 (60kDa) Abcam®, seguido por el
2°anticuerpo secundario(2° Ab) ligado a enzimas que se unen al anticuerpo
primario de la membrana, se usé el Ab97069 Goat Anti-Rabbit IgG H&L (HRP)
preadsorbed (67kDa) Abcam®.

Se afiadio el Anticuerpo Anti-Actina, se usé el Ab49900Anti-beta Actin
antibody [AC-15] (HRP) (42kDa) Abcam®, el cual al final se lavé con Washing
buffer (TBST) durante 5 minutos en un rotador a temperatura ambiente por 3

veces para su deteccion y observar si se han unido a la proteina de interés.

Se colocé la membrana de nitrocelulosa en un pocillo de plastico, donde se
adiciond la solucion de TMB (Figura I11.7) sobre la membrana hasta cubrirla por
completo en el rotador por 5 min. Esta solucion desarrolla un color azul oscuro,
producto de la reaccién insoluble en presencia de HRP. Antes de la reaccién con
HRP, la solucidn es incolora a amarillo claro.

HsC CHs
Watat™
H4C CHs

Figura I11.7. Estructura quimica del 3,3°,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB).
Fuente: Elaboracion propia.
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Se aplicé el método colorimétrico (bandas de color), donde la deteccion
depende de la incubacién de la membrana de nitrocelulosa con un sustrato que
reacciona gracias a la enzima HRP (horse radish peroxidase) unida al anticuerpo
secundario (Figura 111.8). Pasa asi de ser un compuesto soluble a una forma

insoluble de otro color que precipita cerca de la enzima tifiendo asi la membrana.
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/
N \ '
e N o
S ’
~ .
N -
.

Figura I11.8. Anticuerpo secundario unido a la peroxidasa de rabano.
Fuente:http://shop.expedeon.com/products/103-Western-Blot-Substrates/475-
ECL-Pico.

Se procedi6é después al lavado con agua destilada en el que se elimina el tinte
soluble y se coloco en el hand scanner para leer consiguiéndose asi una imagen

digital del Western Blot (Figura 111.9) que fue analizado por el peso molecular.

La Figura I11.9 certifica los resultados de la técnica analitica de Western Blot, los
cuales fueron separados por bandas de las diferentes proteinas presentes en la linea
celular de Glioblastoma Multiforme Humano T98G. La deteccion empleada fue la
colorimétrica, que dependié de la incubacion de la membrana de nitrocelulosa con un
sustrato unido al anticuerpo secundario; la enzima usada fue HRP (una peroxidasa) la
que produjo una reaccién que acab6 en un cambio de color (azul), y gracias a ello se
pudo evidenciar las bandas.

La cuantificacion proteica se evalta por la intensidad o densidad de la proteina que
se justifica con las manchas, guiadas por un protocolo de escalera segin su peso
molecular como Prism Ultra protein Ladder (10-180kDa) de Abcam® que fue el
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elegido en esta técnica. En la columna 8 y 9 se observa unas manchas mas gruesas en
comparacion al resto y esto se debe a la cantidad empleada de 40uL de muestra. Asi
la banda de 60kDa en la membrana de nitrocelulosa indica la presencia del
anticuerpo del anti-receptor CB;. Seguido se observa la banda de 67kDa que es del
anticuerpo secundario Ab97069Goat Anti-Rabbit 1gG H&L (HRP) preadsorbed

utilizado de Abcam®.

Para esta técnica analitica se us6 B-Actina como un control interno evidenciado por
su peso molecular de 42kDa, el cual garantiz6 la veracidad de los resultados. Los
resultados mostraron claramente la evidencia del receptor CB; en células de glia

(Glioblastoma Multiforme Humano T98G, linea celular empleada).

MW 1 2 3 4 5 6 7 8 9
10kDa R
17kDa “
28kpa
35kDa | — :
- — e > 1200 > b-Aetina
48kDa '4 Anticuerpo anti-
—> 60kDa —> receptor de
63kDa “ —> 67kDa cannabinoides 1
75kDa ” \1/
: - Goat Anti-Rabbit
100kDa M Ig6 H&L (HRP)
130kDa o preadsorbed

-,

180kDa

Figura 111.9. Analisis de Western Blot, expresion del receptor de cannabinoides
CB; en células de Glioblastoma multiforme humano T98G.

Para el almacenamiento de la membrana de nitrocelulosa, se lavod con reactivo
Fluorescent Western Blot Stripping buffer 5X por 15 minutos, luego se lavé con
TBS1X y se agrego el Blocking buffer (asegurandose de que se cubra completamente

la membrana) y se coloco en el refrigerador, siendo estable hasta 1 mes.
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4.ENSAYOS DE VIABILIDAD DE LAS CELULAS
FRENTE A LOS TRATAMIENTOS.

La evaluacion de la viabilidad celular de los cultivos fue necesaria para poder
determinar el sinergismo y la citotoxicidad de la anandamida, WIN55,212-2
mesylate y la temozolamida, solos y en combinacion sobre la linea celular
Glioblastoma Multiforme Humano T98G. Para ello se realizé un tratamiento

individual y un tratamiento combinado en dos etapas.

4.1. Tratamiento Individual con células de Glioblastoma Multiforme Humano
T98G

4.1.1. Anandamida:

Las concentraciones utilizadas en esta investigacién de anandamida fueron
0.5, 3 y 10uM, las células de Glioblastoma Multiforme Humano T98G se
colocaron en platos de crecimiento celular transparente de 96 celdas a una

concentracion 44.94p‘;—'z‘0; se incubaron a 37°C y de 5% de CO;durante 12 horas,

24 horas y 48 horas; cabe recalcar que en este ensayo se utilizdé un control de
DMSO 10% con las células en medio DMEM sin FBS, un blanco con solo
DMSO 10% y otro blanco con DMSO 10% y solucion de MTS. El ensayo se

realiz6 por triplicado.

Después de cumplido este proceso se agregod 10ul de solucion de MTS y se
llevo a incubar durante 3 horas mas. La lectura de la absorbancia se realizé una
vez terminada las 3 horas en un espectrofotdmetro de 96 pozos a 490nm.

Una vez realizado el estudio de viabilidad para evaluar la citotoxicidad sobre
la linea celular, se determind el porcentaje de viabilidad con el promedio de cada
pozo (teniendo en cuenta que las muestras se realizaron por triplicado), de las
diferentes concentraciones trabajadas como se observa en la Tabla I11.3.
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Tabla 111.3. Porcentaje de viabilidad de anandamida, para los 3 periodos de
incubacion (12, 24 y 48 horas).

Concentracion (M) CONTROL 0.5 pM 3 uM 10 pM
12 HORAS Viabilidad (%o) 100 98.67484 | 90.88951 | 80.68577
Degviacion Estandar | 2.896329 7.382518 | 4.776875 | 7.809046

Viabilidad (%o) 100 86.36019 72.54357 | 69.36095

24 HORAS Desviacion Estandar 2.994219 5.8029 13.25963 | 5.01044
Viabilidad (%o) 100 79.25554 70.97449 | 62.23338

B IOl Desviacion Estandar 10.30922 6.79088 2.062963 3.80364

Fuente: Elaboracion propia.

Obtenidos los porcentajes de viabilidad de cada grupo se realizo el analisis de
varianza (ANOVA) seguido por el test Tukey, con la finalidad de encontrar
diferencia significativa en comparacion con el grupo control. Se demostré que
no se encuentra una diferencia significativa entre las concentraciones de
anandamida (0.5, 3 y 10uM) a los diferentes tiempos (12, 24 y 48 horas); pero se
puede destacar que la anandamida a 10uM en 48 horas produce un efecto sobre
la viabilidad celular (citotoxicidad) en comparacion al grupo control (células sin
dafo alguno), como se expresa en la Figura 111.10.

Anandamida
120

100

80 I T
| it
60 m 12HRS
40 24HRS
20 H 48HRS
0
- 0.5 3 10

Concentracion (uM)

Viabilidad (%)

Figura 111.10. Efecto de anandamida sobre las células de Glioblastoma
Multiforme Humano T98G.
Fuente: Elaboracion propia.
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4.1.2. WIN55,212-2 mesylate:

Las concentraciones utilizadas en esta investigacion de WIN55,212-2
mesylate fueron 2.5, 5y 10uM, las células de Glioblastoma Multiforme Humano
T98G se colocaron en platos de crecimiento celular transparente de 96 celdas a

una concentracion 44.94 pi—zo; se incubaron a 37°C y de 5% de CO, durante 12

horas, 24 horas y 48 horas; cabe recalcar que en este ensayo se utilizé un control
de DMSO 10% con las células en medio DMEM sin FBS, un blanco con solo
DMSO 10% y otro blanco con DMSO 10% y solucién de MTS. El ensayo se

realiz6 por triplicado.

Después de cumplido este proceso se agregd 10ul de solucion de MTS y se
llevo a incubar durante 3 horas mas. La lectura de la absorbancia se realiz6 una
vez terminada las 3 horas en un espectrofotdmetro de 96 pozos a 490nm.

Una vez realizado el estudio de viabilidad para evaluar la citotoxicidad sobre
la linea celular, se determind el porcentaje de viabilidad con el promedio de cada
pozo (teniendo en cuenta que las muestras se realizaron por triplicado), de las

diferentes concentraciones trabajadas como se observa en la Tabla I11.4.

Tabla 111.4. Porcentaje de viabilidad de WIN55,212-2 mesylate, para los 3
periodos de incubacién (12, 24 y 48 horas).

Concentracion (uM) GO 2.5 uM 5 uM 10 pM
St .

12 HORAS Vl.abl.llldad (A)) 100 40.35117 27.08299 | 20.55657
Desviacion Estandar | 2.896329 7.434849 | 6.022222 2.3896
Viabilidad (%) 100 31.97777 28.41627 | 27.88583
S lfioes Desviacion Estandar | 2.994219 3.241909 | 0.487176 | 0.504546
Viabilidad (%) 100 66.91761 60.39314 | 61.89879

e ol Desviacion Estandar | 10.30922 6.366109 1.75808 5.72417

Fuente: Elaboracion propia.
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Obtenidos los porcentajes de viabilidad de cada grupo se realizo el analisis de
varianza (ANOVA) seguido por el test Tukey, con la finalidad de encontrar
diferencia significativa en comparacion con el grupo control.

Se demostré que se encuentra una gran diferencia significativa entre las
concentraciones de WIN55,212-2 mesylate (2.5, 5 y 10uM) a los diferentes
tiempos (12, 24 y 48 horas); destacando que el WIN55,212-2 mesylate a 10uM
en 12 horas produce un efecto sobre la viabilidad celular, ocasionando un
aproximado de 20% de citotoxicidad (dafio en las células) en comparacion al

grupo control (células sin dafio alguno), como se expresa en la Figura I11.11.

WIN55,212-2 mesylate
150
£ 100
k]
3 B 12HRS
g 50 = 24HRS
W 48HRS
0
CONTROL  2.5uM 5uM 10 uM
Concentracion (pM)

Figura 111.11. Efecto de WIN55,212-2 mesylate sobre las células de
Glioblastoma Multiforme Humano T98G.
Fuente: Elaboracion propia.

4.1.3. Temozolamida:

Las concentraciones utilizadas en esta investigacion de temozolamida fueron
25, 50 y 100uM, las células de Glioblastoma Multiforme Humano T98G se
colocaron en platos de crecimiento celular transparente de 96 celdas a una

concentracion 44.941)‘;%; se incubaron a 37°C y de 5% de CO;, durante 12
horas, 24 horas y 48 horas; cabe recalcar que en este ensayo se utilizé un control
de DMSO 10% con las células en medio DMEM sin FBS, un blanco con solo
DMSO 10% y otro blanco con DMSO 10% y solucion de MTS. EI ensayo se

realizo por triplicado.
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Después de cumplido este proceso se agregdé 10ul de solucion de MTS y se
llevo a incubar durante 3 horas mas. La lectura de la absorbancia se realiz6 una

vez terminada las 3 horas en un espectrofotometro de 96 pozos a 490nm.

Una vez realizado el estudio de viabilidad para evaluar la citotoxicidad sobre
la linea celular, se determind el porcentaje de viabilidad con el promedio de cada
pozo (teniendo en cuenta que las muestras se realizaron por triplicado), de las

diferentes concentraciones trabajadas como se observa en la Tabla I11.5.

Tabla I11.5. Porcentaje de viabilidad de temozolamida, para los 3 periodos de
incubacion (12, 24 y 48 horas).

Concentracion (uM) CIERIEOL 25 uM 50 uM 100 uM
—— ” :

12 HORAS Vl.abl.llldad (/o) 100 95.69323 97.69753 | 91.08829
Desviacion Estandar | 2.896329 2.25454 8.21949 | 12.10325

Viabilidad (%) 100 96.46375 93.53372 | 86.71382

24 HDHA Desviacion Estandar | 2.994219 8.509065 | 16.54589 | 11.8955
Viabilidad (%) 100 79.42284 | 96.31953 | 100.3346

A B Desviacion Estandar | 10.30922 5.405456 | 5.413196 | 4.332519

Fuente: Elaboracién propia.

Obtenidos los porcentajes de viabilidad de cada grupo se realizo el analisis de
varianza (ANOVA) seguido por el test Tukey, con la finalidad de encontrar
diferencia significativa en comparacion con el grupo control. Se demostré que
no se encuentra una diferencia significativa entre las concentraciones de
temozolamida (25, 50 y 100uM) a los diferentes tiempos (12, 24 y 48 horas)
como se expresa en la Figura 111.12; evidenciando asi que puede ser
administrada a cualquier tiempo, pero a la concentracion de 25uM seria la mas

recomendable con el fin de no crear resistencia.
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Figura 111.12. Efecto de temozolamida sobre las células de Glioblastoma
Multiforme Humano T98G.
Fuente: Elaboracion propia.

4.2. Tratamiento Combinado con células de Glioblastoma Multiforme Humano
T98G

4.2.1. 1™ Etapa: PRE-Tratamiento; donde se administro primero el CB o
eCB (AEA, WIN55,212-2 mesylate) y después se administré la droga
(TM2).

42.1.1. PRE-Tratamiento de anandamida mas temozolamida con células
de Glioblastoma Multiforme Humano T98G en el plato de
crecimiento celular transparente de 96 celdas.

Las concentraciones utilizadas en esta investigacion de anandamida fueron
0.5, 3 y 10uM; y temozolamida fueron 25, 50 y 100uM, las células de
Glioblastoma Multiforme Humano T98G se colocaron en platos de crecimiento

-, L .
celular transparente de 96 celdas a una concentracion 64.61);‘?; se incubaron a

37°C y de 5% de CO, durante 12 horas, 24 horas y 48 horas primero el eCB y
pasado cada periodo se adiciond la droga por 12 horas de incubacion; cabe
recalcar que en este ensayo se utilizé un control de DMSO 10% con las células
en medio DMEM sin FBS, un blanco con solo DMSO 10% y otro blanco con
DMSO 10% y solucion de MTS. El ensayo se realizé por triplicado.

Después de cumplido este proceso se agregd 10ul de solucion de MTS y se
llevo a incubar durante 3 horas méas. La lectura de la absorbancia se realiz6 una

vez terminada las 3 horas en un espectrofotometro de 96 pozos a 490nm.
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Una vez realizado el estudio de viabilidad para evaluar el sinergismo de
anandamida & temozolamida a 25uM sobre la linea celular, se determiné el
porcentaje de viabilidad con el promedio de cada pozo (teniendo en cuenta que
las muestras se realizaron por triplicado), de las diferentes concentraciones

trabajadas como se observa en la Tabla I11.6.

Tabla I11.6. Porcentaje de viabilidad de anandamida & temozolamida a 25uM,
para los 3 periodos de incubacion (12, 24 y 48 horas).

Concentracion (uM) Viabilidad (%) Desviaciéon Estandar
CONTROL - 100 5.482008
AEA O.5puM & TMZ 25 M 137.729765 20.38547
12HORAS AEA UM & TMZ 25 uM 76.5881974 11.84381
AEA 10puM & TMZ 25 uM 57.3685908 3.108347
AEA O0.5uM & TMZ 25 uM 116.315261 4.535609
24HORAS AEA 3UM & TMZ 25 uM 78.0120482 8.01218
AEA 10puUM & TMZ 25 uM 70.9337349 12.16652
AEA O.5uM & TMZ 25 uM 90.3757077 7.98167
48HORAS AEA 3UM & TMZ 25 uM 77.1487391 10.20017
AEA 10puM & TMZ 25 pM 87.9567679 14.29768

Fuente: Elaboracion propia.

Obtenidos los porcentajes de viabilidad de cada grupo se realiz6 el analisis de
varianza (ANOVA) seguido por el test Tukey, con la finalidad de encontrar
diferencia significativa en comparacion con el grupo control. Se demostré que
no se encuentra una diferencia significativa entre las concentraciones de
anandamida (0.5, 3 y 10uM) con la temozolamida a 25uM a los diferentes
tiempos (12, 24 y 48 horas); Aunque se aprecia un ligero sinergismo en la
asociacion de anandamida 10uM con la temozolamida a 25uM en el periodo de
12 horas de incubacién, lo que puede indicar que produce un efecto sobre la
viabilidad celular (citotoxicidad) en comparacion al grupo control, como se
expresa en la Figura 111.13.
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Figura 111.13. Efecto de anandamida & temozolamida a 25uM sobre las células
de Glioblastoma Multiforme Humano T98G.
Fuente: Elaboracion propia.

Una vez realizado el estudio de viabilidad para evaluar el sinergismo de
temozolamida de 50uM con anandamida sobre la linea celular, se determind el
porcentaje de viabilidad con el promedio de cada pozo (teniendo en cuenta que

las muestras se realizaron por triplicado), de las diferentes concentraciones

trabajadas de anandamida como se observa en la Tabla I11.7.

Tabla 111.7. Porcentaje de viabilidad de anandamida & temozolamida a 50uM,
para los 3 periodos de incubacion (12, 24 y 48 horas).

Concentracion (pLM) Viabilidad (%) Desviaciéon Estandar
CONTROL - 100 5.48201
AEA O.5puM & TMZ 50 pM 83.0699774 5.47261
12HORAS AEA 3puM & TMZ 50 M 82.3927765 9.303437
AEA 10pUM & TMZ 50 uM 63.8503708 8.23983
AEA O.5pM & TMZ 50 uM 109.789157 3.013303
24HORAS AEA 3UM & TMZ 50 uM 74.4477912 4.910193
AEA 10pM & TMZ 50 uM 67.6204819 3.651914
AEA O0.5puM & TMZ 50 pM 94.5959856 16.24167
48HORAS AEA 3puM & TMZ 50 M 82.1924858 7.664753
AEA 10pM & TMZ 50 pM 78.4354092 7.36443

Fuente: Elaboracion propia.

Obtenidos los porcentajes de viabilidad de cada grupo se realizo el analisis de
varianza (ANOVA) seguido por el test Tukey, con la finalidad de encontrar
diferencia significativa en comparacion con el grupo control. Se  demostré que
no se encuentra una diferencia significativa entre las concentraciones de

anandamida (0.5, 3 y 10uM) con la temozolamida a 50uM a los diferentes
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tiempos 12, 24 y 48 horas); pero se observo que a las 12 horas de incubacion se
produce un sinergismo entre el endocannabinoide y la temozolamida sobre la
linea celular con una viabilidad menor a 80% en comparacion al grupo control,
como se demuestra en la Figura 111.14.
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Figura 111.14. Efecto de anandamida & temozolamida a 50uM sobre las células
de Glioblastoma Multiforme Humano T98G.
Fuente: Elaboracion propia.

Una vez realizado el estudio de viabilidad para evaluar el sinergismo de
anandamida & temozolamida a 100puM sobre la linea celular, se determind el
porcentaje de viabilidad con el promedio de cada pozo (teniendo en cuenta que
las muestras se realizaron por triplicado), de las diferentes concentraciones

trabajadas de anandamida como se observa en la Tabla 111.8.

Tabla 111.8. Porcentaje de viabilidad de anandamida & temozolamida a 100uM,
para los 3 periodos de incubacion (12, 24 y 48 horas).

Concentracion (M) Viabilidad (%) Desviacion Estandar
CONTROL - 100 5.48201
AEA 0.5uM & TMZ 100 puM 68.3005482 3.262597
12HORAS AEA 3pM & TMZ 100 pM 88.1489842 8.414137
AEA 10pM & TMZ 100 uM 53.6923573 2.925309
AEA 0.5puM & TMZ 100 puM 111.696787 4.442984
24HORAS AEA 3pM & TMZ 100 pM 75.8032129 2.363706
AEA 10pM & TMZ 100 puM 68.8253012 5.282546
AEA 0.5uM & TMZ 100 uM 109.624292 7.674078
48HORAS AEA 3puM & TMZ 100 pM 81.5234174 9.572826
AEA 10pM & TMZ 100 puM 78.4354092 6.828619

Fuente: Elaboracion propia.
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Obtenidos los porcentajes de viabilidad de cada grupo se realizo el analisis de
varianza (ANOVA) seguido por el test Tukey, con la finalidad de encontrar
diferencia significativa en comparacion con el grupo control. Se demostr6é que
no se encuentra una diferencia significativa entre las concentraciones de
anandamida (0.5, 3 y 10uM) con la temozolamida a 100uM a los diferentes
tiempos (12, 24 y 48 horas); pero se observo que en el periodo de 12 horas de
incubacion se produce un sinergismo entre el endocannabinoide a 10uM vy la
temozolamida a 100uM sobre la linea celular con una viabilidad menor a 60%

en comparacion al grupo control, como se demuestra en la Figura I11.15.
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Figura 111.15. Efecto de anandamida & temozolamida a 100uM sobre las células
de Glioblastoma Multiforme Humano T98G.
Fuente: Elaboracion propia.

4.2.1.2.PRE-Tratamiento de WIN55,212-2 mesylate mas temozolamida con
células de Glioblastoma Multiforme Humano T98G en el plato de
crecimiento celular transparente de 96 celdas.

Las concentraciones utilizadas en esta investigacion de WIN55,212-2
mesylate fueron 0.5, 3 y 10uM y Temozolamida fueron 25, 50 y 100uM, las
células de Glioblastoma Multiforme Humano T98G se colocaron en platos de

.. .. L
crecimiento celular transparente de 96 celdas a una concentracion 35.8 ﬁ; se

incubaron a 37°C y de 5% de CO,durante 12 horas, 24 horas y 48 horas primero
el CB y pasado cada periodo se adicion6 la droga por 12 horas de incubacion;
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cabe recalcar que en este ensayo se utilizé un control de DMSO 10% con las
células en medio DMEM sin FBS, un blanco con solo DMSO 10% Yy otro blanco
con DMSO 10% y solucién de MTS. El ensayo se realizé por triplicado.

Después de cumplido este proceso se agregd 10ul de solucion de MTS y se
llevo a incubar durante 3 horas méas. La lectura de la absorbancia se realizo una
vez terminada las 3 horas en un espectrofotometro de 96 pozos a 490nm.

Una vez realizado el estudio de viabilidad para evaluar el sinergismo de
WIN55,212-2 mesylate & temozolamida a 25uM sobre la linea celular, se
determind el porcentaje de viabilidad con el promedio de cada pozo (teniendo en
cuenta que las muestras se realizaron por triplicado), de las diferentes
concentraciones trabajadas de WIN55,212-2 mesylate como se observa en la
Tabla I11.9.

Tabla 111.9. Porcentaje de viabilidad de WIN55,212-2 mesylate & temozolamida
a 25uM, para los 3 periodos de incubacion (12, 24 y 48 horas).

PRE-Tratamiento WIN &TMZ 25 puM
Concentracién (pM) Viabilidad (%) | Desviacién Estandar
CONTROL - 100 0.972019
WIN 2.5uM & TMZ 25 uM 58.45927 1.824828
12HORAS WIN 5uM & TMZ 25 uM 56.32142 5.874564
WIN 10puM & TMZ 25 uM 56.87431 1.01347
WIN 2.5uM & TMZ 25 pM 59.5137 2.726085
24HORAS WIN 5uM & TMZ 25 uM 58.81899 3.594946
WIN 10puM & TMZ 25 uM 58.51023 6.35063
WIN 2.5uM & TMZ 25 uM 78.05353 7.758315
48HORAS WIN 5uM & TMZ 25 pM 82.0438 9.239081
WIN 10pM & TMZ 25 pM 77.90754 8.11544

Fuente: Elaboracion propia.

Obtenidos los porcentajes de viabilidad de cada grupo se realiz6 el analisis de
varianza (ANOVA) seguido por el test Tukey, con la finalidad de encontrar
diferencia significativa en comparacion con el grupo control. Se demostr6é que
no se encuentra una diferencia significativa entre las concentraciones de
WINbG5,212-2 mesylate (2.5, 5 y 10uM) con la temozolamida a 25uM a los
diferentes tiempos (12, 24 y 48 horas); pero se observo que en el periodo de 12

horas de incubacion se produce un sinergismo entre el cannabinoide a 5uM y la
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temozolamida a 25uM sobre la linea celular con una viabilidad menor a 60% en

comparacion al 100% del grupo control, como se demuestra en la Figura I11.16.
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Figura 111.16. Efecto de WIN55,212-2 mesylate & temozolamida a 25uM sobre
las células de Glioblastoma Multiforme Humano T98G.
Fuente: Elaboracion propia.

Una vez realizado el estudio de viabilidad para evaluar el sinergismo de
WINB5,212-2 mesylate & temozolamida a 50uM sobre la linea celular, se
determino el porcentaje de viabilidad con el promedio de cada pozo (teniendo en
cuenta que se realizd por triplicado), de las diferentes concentraciones de
WIN55,212-2 mesylate trabajadas como se observa en la Tabla 111.10.

Tabla 111.10. Porcentaje de viabilidad de WIN55,212-2 mesylate &
temozolamida a 50uM, para los 3 periodos de incubacion (12, 24 y

48 horas).
Concentracion (M) Viabilidad (%) Desviaciéon Estandar

CONTROL - 100 0.972019
WIN 2.5uM & TMZ 50 uM 50.93992 3.221998

WIN 3uM & TMZ 50 pM 55.14191 1.134892

WIN 10pM & TMZ 50 uM 52.93034 1.291137

WIN 2.5uM & TMZ 50 uM 57.50675 4.946807

24HORAS WIN 3uM & TMZ 50 uM 56.3875 2.561275
WIN 10pM & TMZ 50 uM 56.11733 4.248446

WIN 2.5uM & TMZ 50 uM 76.73966 9,932731

48HORAS WIN 3uM & TMZ 50 uM 76.54501 10.16566
WIN 10pM & TMZ 50 uM 73.28467 7.815788

Fuente: Elaboracion propia.
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Obtenidos los porcentajes de viabilidad de cada grupo se realizo el analisis de
varianza (ANOVA) seguido por el test Tukey, con la finalidad de encontrar
diferencia significativa en comparacion con el grupo control. Se demostrd que
no se encuentra una diferencia significativa entre las concentraciones de
WIN55,212-2 mesylate (2.5, 5 y 10uM) con la temozolamida a 50uM a los
diferentes tiempos (12, 24 y 48 horas); pero definitivamente hay un mejor
resultado a la administracion de 12 horas en comparacion al periodo de 48 horas.
Se produce un sinergismo entre el cannabinoide y la temozolamida al periodo
de 12 horas de incubacion sobre la linea celular evidenciado por una viabilidad

menor a 60% en comparacion al grupo control, como se demuestra en la Figura

11.17.
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Figura 111.17. Efecto de WIN55,212-2 mesylate & temozolamida a 50puM sobre
las células de Glioblastoma Multiforme Humano T98G.
Fuente: Elaboracion propia.

Una vez realizado el estudio de viabilidad para evaluar el sinergismo de
WINbB5,212-2 mesylate & temozolamida a 100uM sobre la linea celular, se
determind el porcentaje de viabilidad con el promedio de cada pozo (teniendo en
cuenta que las muestras se realizaron por triplicado), de las diferentes

concentraciones trabajadas como se observa en la Tabla 111.11.
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Tabla 111.11. Porcentaje de viabilidad de WIN55,212-2 mesylate &
temozolamida a 100uM, para los 3 periodos de incubacion (12,

24 y 48 horas).
Concentracion (uM) Viabilidad (%) | Desviacion Estandar
CONTROL - 100 0.972019
WIN 2.5uM & TMZ 100 uM 54.77331 1.154475
12HORAS | WIN 3uM & TMZ 100 uM 57.57464 5.094227
WIN 10uM & TMZ 100 uM 57.68522 0.710922
WIN 2.5uM & TMZ 100 uM 61.01891 4.582431
24HORAS WIN 3uM & TMZ 100 uM 59.5523 4.889107
WIN 10uM & TMZ 100 uM 57.19799 4.01816
WIN 2.5uM & TMZ 100 uM 79.56204 9.325181
48HORAS WIN 3uM & TMZ 100 uM 81.07056 8.908699
WIN 10uM & TMZ 100 uM 77.51825 5.203173

Fuente: Elaboracion propia.

Obtenidos los porcentajes de viabilidad de cada grupo se realizo el anlisis de
varianza (ANOVA) seguido por el test Tukey, con la finalidad de encontrar
diferencia significativa en comparacion con el grupo control. Se  demostré que
se encuentra una diferencia significativa entre las concentraciones de
WIN55,212-2 mesylate (2.5, 5 y 10uM) con la temozolamida a 100uM a las 12
horas, lo que demuestra el sinergismo generado entre el cannabinoide y la
temozolamida con una viabilidad menor a 60% por el efecto citotoxico
ocasionado sobre las células; pero no hay diferencia significativa entre las tres

concentraciones trabajadas de WIN55,212-2 mesylate, como se demuestra en la

Figura I11.18.
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Figura 111.18. Efecto de WIN55,212-2 mesylate & temozolamida a 100uM sobre
las células de Glioblastoma Multiforme Humano T98G.
Fuente: Elaboracion propia.
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4.2.2. 2%Etapa: POST-Tratamiento; donde se administré primero la droga
(TMZ) y después se administré el CB o eCB (AEA, WINb5,212-2

mesylate).

4.2.2.1. POST-Tratamiento de temozolamida més anandamida con
células de Glioblastoma Multiforme Humano T98G en el plato
de crecimiento celular transparente de 96 celdas.

Las concentraciones utilizadas en esta investigacion de temozolamida fueron
25, 50 y 100uM; y anandamida fueron 0.5, 3 y 10uM, las células de
Glioblastoma Multiforme Humano T98G se colocaron en platos de crecimiento

., L .
celular transparente de 96 celdas a una concentracion 40.8;;—20; se incubaron a

37°C y de 5% de CO, durante 12 horas primero el eCB y pasado ese periodo se
adicion0 la droga por 12 horas, 24 horas y 48 horas de incubacién; cabe recalcar
que en este ensayo se utilizd un control de DMSO 10% con las células en medio
DMEM sin FBS, un blanco con solo DMSO 10% y otro blanco con DMSO 10%
y solucién de MTS. El ensayo se realizo por triplicado.

Después de cumplido este proceso se agregd 10ul de solucion de MTS y se
llevo a incubar durante 3 horas mas. La lectura de la absorbancia se realizd una

vez terminada las 3 horas en un espectrofotometro de 96 pozos a 490nm.

Una vez realizado el estudio de viabilidad para evaluar el sinergismo sobre la
linea celular, se determiné el porcentaje de viabilidad con el promedio de cada
pozo (teniendo en cuenta que las muestras se realizaron por triplicado), de
temozolamida a 25uM & anandamida a las diferentes concentraciones trabajadas
como se observa en la Tabla 111.12.
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Tabla 111.12. Porcentaje de viabilidad de temozolamida a 25uM & anandamida,
para los 3 periodos de incubacion (12, 24 y 48 horas).

Concentracion (pM) Viabilidad (%) | Desviacion Estandar
CONTROL - 100 8.4327594
TMZ 25 pM & AEA 0.5uM 115.9916 6.431516
12HORAS TMZ 25 pM & AEA 3uM 70.32123 1.6290514
TMZ 25 pM & AEA 10pM 51.58287 1.823231
TMZ 25 uM & AEA 0.5uM 80.69964 7.876966
24HORAS TMZ 25 uM & AEA 3uM 67.46988 2.303827
TMZ 25 pM & AEA 10pM 33.87069 2.232993
TMZ 25 uM & AEA 0.5uM 130.1184 19.52991
48HORAS TMZ 25 uM & AEA 3uM 62.73564 4.974101
TMZ 25 pM & AEA 10puM 60.32442 1.9786557

Fuente: Elaboracion propia.

Obtenidos los porcentajes de viabilidad de cada grupo se realizo el analisis de
varianza (ANOVA) seguido por el test Tukey, con la finalidad de encontrar
diferencia significativa en comparacion con el grupo control. Se demostré que
se encontrd una diferencia significativa entre temozolamida a 25uM &
anandamida a 10puM a las 24 horas en comparacion al grupo control. Esto
demuestra el sinergismo generado entre el endocannabinoide y la temozolamida
evidenciado por el efecto citotéxico ocasionado sobre las células como se
observa en la Figura 111.19.
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Figura 111.19. Efecto de temozolamida a 25uM & anandamida sobre las células
de Glioblastoma Multiforme Humano T98G.
Fuente: Elaboracion propia.
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Una vez realizado el estudio de viabilidad para evaluar el sinergismo sobre la

linea celular, se determiné el porcentaje de viabilidad con el promedio de cada

pozo (teniendo en cuenta que las muestras se realizaron por triplicado), de

temozolamida a 50uM & anandamida a las diferentes concentraciones trabajadas

como se observa en la Tabla 111.13.

Tabla 111.13. Porcentaje de viabilidad de temozolamida a 50uM & anandamida,
para los 3 periodos de incubacion (12, 24 y 48 horas).

POST-Tratamiento TMZ 50 pM & AEA
Concentracion (uM) Viabilidad (%) | Desviacion Estandar
CONTROL - 100 8.4327594
TMZ 50 uM & AEA 0.5uM 94.41341 9.26523
12HORAS TMZ 50 uM & AEA 3uM 58.72905 4.,581707
TMZ 50 uM & AEA 10uM 52.74674 3.3669389
TMZ 50 uM & AEA 0.5uM 68.28441 13.103014
24HORAS TMZ 50 uM & AEA 3uM 43.13592 6.479512
TMZ 50 uM & AEA 10uM 36.28033 4.123641
TMZ 50 uM & AEA 0.5uM 122.3586 11.925
48HORAS TMZ 50 uM & AEA 3uM 71.153 7.727737
TMZ 50 uM & AEA 10uM 63.39325 1.297558

Fuente: Elaboracion propia.

Obtenidos los porcentajes de viabilidad de cada grupo se realiz6 el analisis de

varianza (ANOVA) seguido por el test Tukey, con la finalidad de encontrar

diferencia significativa en comparacion con el grupo control. Se demostroé que

se encontré una diferencia significativa entre temozolamida a 50puM &

anandamida a 10uM a las 24 horas en comparacion al grupo control. Esto

demuestra el sinergismo generado entre la temozolamida y el endocannabinoide

evidenciado por el efecto citotdxico ocasionado sobre las células representado

por la viabilidad menor a 70% como se observa en la Figura 111.20.
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Figura 111.20. Efecto de temozolamida a 50uM & anandamida sobre las células
de Glioblastoma Multiforme Humano T98G.
Fuente: Elaboracion propia.

Una vez realizado el estudio de viabilidad para evaluar el sinergismo sobre la
linea celular, se determiné el porcentaje de viabilidad con el promedio de cada
pozo (teniendo en cuenta que las muestras se realizaron por triplicado), de
temozolamida a 100uM & anandamida a las diferentes concentraciones

trabajadas como se observa en la Tabla 111.14.

Tabla 111.14. Porcentaje de viabilidad de temozolamida a 100uM &
anandamida, para los 3 periodos de incubacion (12, 24 y 48 horas).

POST-Tratamiento TMZ 100 pM & AEA
Concentracion (pM) Viabilidad (%) Desviacion Estandar
CONTROL - 100 8.4327594
TMZ 100 pM & AEA 0.5uM 81.33147 5.345325
12HORAS TMZ 100 uM & AEA 3uM 68.01676 5.697032
TMZ 100 uM & AEA 10puM 53.39851 1.859512
TMZ 100 uM & AEA 0.5pM 100.1018 7.559431
24HORAS TMZ 100 uM & AEA 3uM 64.75479 6.97741
TMZ 100 pM & AEA 10uM 36.01967 2.277427
TMZ 100 uM & AEA 0.5uM 134.1517 17.78328
48HORAS TMZ 100 pM & AEA 3puM 63.26173 4.818659
TMZ 100 uM & AEA 10uM 43.56469 1.222039

Fuente: Elaboracion propia.

Obtenidos los porcentajes de viabilidad de cada grupo se realiz6 el analisis de
varianza (ANOVA) seguido por el test Tukey, con la finalidad de encontrar
diferencia significativa en comparacion con el grupo control. Se demostré que
se encontrd una diferencia significativa entre temozolamida a 10pM &

anandamida a 10uM a las 24 horas en comparacion al grupo control. Esto
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demuestra el sinergismo generado entre la temozolamida y el endocannabinoide
evidenciado por el efecto citotoxico ocasionado sobre las células representado

por la viabilidad menor a 70% como se demuestra en la Figura 111.21.
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Figura 111.21. Efecto de temozolamida a 100uM & anandamida sobre las células
de Glioblastoma Multiforme Humano T98G.
Fuente: Elaboracion propia.

4.2.2.2. POST-Tratamiento de temozolamida mas WIN55,212-2 mesylate con
células de Glioblastoma Multiforme Humano T98G en el plato de
crecimiento celular transparente de 96 celdas.

Las concentraciones utilizadas en esta investigacion de temozolamida fueron
25, 50 y 100uM; WIN55,212-2 mesylate fueron 2.5, 5 y 10uM, las células de
Glioblastoma Multiforme Humano T98G se colocaron en platos de crecimiento

., L .
celular transparente de 96 celdas a una concentracion 60.6%; se incubaron a

37°C y de 5% de CO; durante 12 horas primero el eCB y pasado ese periodo se
adiciond la droga por 12 horas, 24 horas y 48 horas de incubaciéon; cabe recalcar
gue en este ensayo se utilizd un control de DMSO 10% con las células en medio
DMEM sin FBS, un blanco con solo DMSO 10% y otro blanco con DMSO 10%
y solucién de MTS. El ensayo se realiz6 por triplicado.
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Después de cumplido este proceso se agregd 10ul de solucion de MTS y se
llevo a incubar durante 3 horas mas. La lectura de la absorbancia se realizd una

vez terminada las 3 horas en un espectrofotometro de 96 pozos a 490nm.

Una vez realizado el estudio de viabilidad para evaluar la citotoxicidad sobre
la linea celular, se determin0 el porcentaje de viabilidad con el promedio de cada
pozo (teniendo en cuenta que las muestras se realizaron por triplicado), de
temozolamida a 25pM & WIN55,212-2 mesylate a las diferentes

concentraciones trabajadas como se observa en la Tabla 111.15.

Tabla 111.15. Porcentaje de viabilidad de temozolamida a 25pM & WIN55,212-2
mesylate, para los 3 periodos de incubacion (12, 24 y 48 horas).

POST-Tratamiento TMZ 25 uM & WIN
Concentracion (M) Viabilidad (%) | Desviacion Estandar
CONTROL - 100 2.434185
TMZ 25 pv & WIN 2.5uMm 55.95455 2.143123
12HORAS TMZ 25 uM & WIN 5uM 52.04545 1.626866
TMZ 25 pM & WIN 10uM 49.31818 2.566874
TMZ 25 pM & WIN 2.5uM 84.30645 1.6072738
24HORAS TMZ 25 uM & WIN 5uM 79.919 2.837374
TMZ 25 uM & WIN 10uM 78.97401 5.528342
TMZ 25 pM & WIN 2.5uM 90.10297 2.17316
48HORAS TMZ 25 uM & WIN 5uM 89.41648 1.299521
TMZ 25 uM & WIN 10uM 94.27918 7.87793

Fuente: Elaboracion propia.

Obtenidos los porcentajes de viabilidad de cada grupo se realizo el analisis de
varianza (ANOVA) seguido por el test Tukey, con la finalidad de encontrar
diferencia significativa en comparacion con el grupo control. Se demostr6é que
se encontrd una diferencia significativa a las 12 horas en comparacion al grupo
control.

Esto demuestra el sinergismo generado entre la temozolamida y el
cannabinoide evidenciado por el efecto citotoxico ocasionado sobre las células
representado por la viabilidad menor a 60% como se demuestra en la Figura
11.22.
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Figura 111.22. Efecto de temozolamida a 25uM & WIN55,212-2 mesylate sobre
las células de Glioblastoma Multiforme Humano T98G.
Fuente: Elaboracion propia.

Una vez realizado el estudio de viabilidad para evaluar el sinergismo sobre la
linea celular, se determiné el porcentaje de viabilidad con el promedio de cada
pozo (teniendo en cuenta que las muestras se realizaron por triplicado), de
temozolamida a 50uM & WIN5S5,212-2 mesylate a las diferentes

concentraciones trabajadas como se observa en la Tabla I11.16.

Tabla 111.16. Porcentaje de viabilidad de temozolamida a 50uM & WIN55,212-2
mesylate, para los 3 periodos de incubacion (12, 24 y 48 horas).

POST-Tratamiento TMZ 50 uM & WIN
Concentracion (M) Viabilidad (%) Desviacion Estandar
CONTROL - 100 2.434185
TMZ 50 M & WIN 2.5uM 53.86364 1.159759
12HORAS TMZ 50 UM & WIN 5uM 54.45455 1.803921
TMZ 50 M & WIN 10uM 55.22727 3.83842
TMZ 50 UM & WIN 2.5uM 89.30138 7.66643
24HORAS TMZ 50 uM & WIN 5uM 87.20891 9.149062
TMZ 50 UM & WIN 10uM 88.96389 11.09309
TMZ 50 M & WIN 2.5uM 101.1442 3.274391
48HORAS TMZ 50 pM & WIN 5pM 100.7437 4.870434
TMZ 50 M & WIN 10pM 108.0092 10.78918

Fuente: Elaboracion propia.

Obtenidos los porcentajes de viabilidad de cada grupo se realiz6 el analisis de
varianza (ANOVA) seguido por el test Tukey, con la finalidad de encontrar

diferencia significativa en comparacion con el grupo control. Se demostré que
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se encontr6 una diferencia significativa a las 12 horas produciendo un efecto
sobre la viabilidad celular en comparacion al grupo control. Esto demuestra el
sinergismo generado entre la temozolamida y el cannabinoide evidenciado por el
efecto citotoxico ocasionado sobre las células representado por la viabilidad

menor a 60% como se demuestra en la Figura 111.23.
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Figura 111.23. Efecto de temozolamida a 50uM & WIN55,212-2 mesylate sobre
las células de Glioblastoma Multiforme Humano T98G.
Fuente: Elaboracion propia.

Una vez realizado el estudio de viabilidad para evaluar la citotoxicidad sobre
la linea celular, se determind el porcentaje de viabilidad con el promedio de cada
pozo (teniendo en cuenta que las muestras se realizaron por triplicado), de
temozolamida a 100uM & WINDS5,212-2 mesylate a las diferentes
concentraciones trabajadas como se observa en la Tabla I11.17.

Tabla I11.17. Porcentaje de viabilidad de temozolamida a 100uM & WIN55,212-
2 mesylate, para los 3 periodos de incubacion (12, 24 y 48 horas).

POST-Tratamiento TMZ 100 pM & WIN
Concentracion (M) Viabilidad (%%) Desviacion Estandar
CONTROL - 100 2.434185
TMZ 100 uM & WIN 2.5uM 54.27273 4,228006
12HORAS TMZ 100 pM & WIN 5pM 59.31818 6.980344
TMZ 100 pM & WIN 10uM 59.16728 3.31787
TMZ 100 M & WIN 2.5uM 75.66655 2.808322
24HORAS TMZ 100 M & WIN 5uM 74.24907 1.769199
TMZ 100 pM & WIN 10uM 59.16728 6.4429
TMZ 100 uM & WIN 2.5uM 91.81922 3.72996
48HORAS TMZ 100 M & WIN 5uM 98.79863 9.441439
TMZ 100 pM & WIN 10uM 59.16728 3.341177

Fuente: Elaboracion propia.
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Obtenidos los porcentajes de viabilidad de cada grupo se realizo el analisis de
varianza (ANOVA) seguido por el test Tukey, con la finalidad de encontrar
diferencia significativa en comparacion con el grupo control. Se demostrd que
se encuentra diferencia significativa entre las concentraciones de WIN55,212-2
mesylate (2.5, 5 y 10uM) con la temozolamida a 100uM a las 12 horas de
incubacion donde hay efecto sobre la viabilidad celular en comparacion al grupo
control. Esto demuestra el sinergismo generado entre la temozolamida y el
cannabinoide evidenciado por el efecto citotoxico ocasionado sobre las células

representado por la viabilidad menor a 60% como se demuestra en la Figura

111.24.
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Figura 111.24. Efecto de temozolamida a 100uM & WIN55,212-2 mesylate sobre
las células de Glioblastoma Multiforme Humano T98G.
Fuente: Elaboracién propia.

Finalizado el analisis del tratamiento combinado en sus dos etapas (Pre-
Tratamiento y Post-Tratamiento), se manifestd que no hay una diferencia
significativa en el orden de la administracion del cannabinoide con la droga; es
decir la disposicion de su administracion no muestra ningun efecto positivo y/o
negativo.

Una vez finalizado los estudios de viabilidad sobre la linea celular en

investigacion frente a los cannabinoides y a la droga, se plasmaron los resultados
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en tablas y figuras que fueron descritos detalladamente, en donde se hall6 los
porcentajes de viabilidad de cada grupo y se realizo el andlisis de varianza
(ANOVA) seguido por el test de Turkey con la finalidad de encontrar diferencia
significativa en comparacion al grupo control y poder llegar a una conclusion
general.

Los porcentajes de viabilidad fueron estimados al comparar la absorbancia de
los pozos con tratamientos, con el promedio de los pozos del control (células sin

dafo alguno) que se consider6 como el 100% viable.

Se analiz6 todos los grupos trabajados (tratamiento individual y tratamiento
combinado), obteniéndose una diferencia significativa en comparacién al grupo

control, todos ellos al periodo de 12 horas como se expone en la Figura 111.25.
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Figura 111.25. Efecto citotoxico sobre las células de Glioblastoma Multiforme
Humano T98G.
Fuente: Elaboracion propia.
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La Figura I11.25, muestra el efecto citotoxico ya bien conocido de los
cannabinoides sobre la linea celular de Glioblastoma Multiforme Humano T98G
como el THC demostrado en un trabajo de investigacion del tratamiento
combinado preclinico de los cannabinoides y la temozolamida contra gliomas

[50] de Molecular Cancer Therapeutics.

Tipicamente, se observo que la anandamida y el WIN55,212-2 mesylate a una
concentracion de 10uM con la temozolamida a 25uM ocasiona una reduccion de
la viabilidad celular (dafio celular) cuando los receptores de cannabinoides se
activan en Glioblastoma y, por tanto, podria constituir una alternativa terapéutica

que podria contribuir a mejorar el tratamiento del Glioblastoma Multiforme.

Los cannabinoides y endocannabinoides han demostrado que poseen
actividad antitumoral in vitro. Recientemente, algunos cannabinoides han sido
aprobados para su uso como farmacos antieméticos en pacientes con cancer que

reciben agentes quimioterapéuticos como el cesamet (nabinola) [42].

En un ensayo clinico donde se evalud el Sinergismo farmacologico entre los
cannabinoides y paclitaxel en lineas celulares de cancer gastrico de Journal of
Surgical Research; el A’-THC demostré inducir la proliferacion de las células
cancerosas a niveles nanomolares, aumentando la posibilidad de que los
cannabinoides pueden potenciar o suprimir los efectos antitumorales de agentes
quimioterapéuticos. En esta investigacion, los cannabinoides (WIN55,212-2
mesylate) y endocannabinoides (anandamida) manifestaron que estimulan la
proliferacion de células de Glioblastoma Multiforme Humano T98G a
concentraciones bajas (0.5uM), pero inducen apoptosis a concentraciones mas
altas (10uM).

Hasta el momento se han reportado pocos estudios sobre la sinergia entre los
cannabinoides y los medicamentos contra el cancer (citostaticos). En un articulo
publicado por Journal of Surgical Research, se notifico que los cannabinoides no
cambian los efectos de tamoxifeno en cancer de mama; sin embargo otro articulo
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propagado por la misma revista manifestdé que los cannabinoides influyen en el
efecto del paclitaxel en cancer gastrico expresando farmacoldgicamente la
existencia de un sinergismo. Por ello, no esta claro como los cannabinoides
influyen los efectos de varios medicamentos contra el cancer en cada tipo de
tumor maligno. En este trabajo de investigacion se ha concluido que la
temozolomida y anandamida cuando se administran en combinacion, inhiben
eficazmente la viabilidad celular generando un sinergismo sobre la linea celular
de Glioblastoma Multiforme Humano T98G. Ademas, WIN55,212-2 mesylate
en combinacion con temozolomida no fue significativamente mejor que el efecto
que ocasiona el WIN55,212-2 mesylate administrado solo quien produjo
aumento de la muerte celular en respuesta a la activacién del receptor CB;
(apoptosis).

WIN55,212-2 mesylate es consistentemente mas potente y eficaz en
comparacion con anandamida. Esto sugiere que WINS5,212-2 mesylate seria
mas eficaz como monoterapia para el GBM, con esta informacion se recomienda

realizar mas estudios in vivo. Se sugiere seguir investigando.

Con los ensayos de viabilidad realizados, se puede confirmar que la
anandamida y el WIN55,212-2 mesylate son selectivos para el receptor CB;.
Segun la literatura desde el punto de vista celular, el receptor CB; se localiza en
células de glia (astrocitos) entonces el cannabinoide y endocannabinoide al
ocasionar un efecto citotoxico sobre la linea celular corrobora claramente la
selectividad que poseen por dicho receptor; de no ser asi, es decir, si no fueran
selectivos de dicho receptor no se hubiera presentado ningin cambio y/o dafio
celular sobre la linea celular trabajada por no producirse la union de las

moléculas con sus receptores especificos.

Se eligio el ensayo de MTS para determinar la viabilidad, pues es un método
bastante sencillo y confiable. Este método viene siendo utilizado en varios
estudios para este fin, obteniéndose buenos resultados como los presentados en

previas investigaciones.
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CONCLUSIONES

1. El efecto citotoxico de los cannabinoides, endocannabinoides y la
temozolamida; solos y en combinacion, sobre la linea celular Glioblastoma
Multiforme Humano T98G se demostro in vitro justificado con una disminucion

sobre la viabilidad celular.

2. Se evidencio el sinergismo de la anandamida y WIN55,212-2 mesylate con la
temozolamida sobre la linea celular Glioblastoma Multiforme Humano T98G,

causando dafo celular.

3. La presencia del receptor CB; (60kDa) en células de glia (linea celular usada en

la investigacion) fue confirmada mediante el ensayo de Western Blot.

4. La selectividad que presenta la anandamida y WIN55,212-2 mesylate sobre el
receptor CB; fue manifestada en la célula patoldgica Glioblastoma Multiforme
Humano T98G.

5. Sobre la linea celular Glioblastoma Multiforme Humano T98G se verifico que la

anandamida es un ligando del receptor CB; que desempefia un papel

fundamental en la induccion de la muerte celular (apoptosis).
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SUGERENCIAS

1. El céncer es una de las enfermedades con mayor expansion en las ultimas décadas
a nivel mundial, y a pesar del tratamiento la sobrevida de los pacientes es muy
baja sobretodo en tumores cerebrales de alto grado como el GBM. El fracaso en la
quimioterapia es debido en parte, al desarrollo del fendmeno de resistencia
multiple a drogas (MDR), por ello sugiero ampliar estudios a organismos in vivo
administrando WIN55,212-2 mesylate (cannabinoide sintético) como monoterapia

para este tipo de tumor cerebral.

2. Actualmente, es de gran relevancia clinica descubrir y disefiar moléculas
“quimiosensibilizadoras” las cuales inhiban la angiogénesis tumoral para
aumentar la efectividad de los agentes antitumorales, con esto deseo incentivar la
investigacion de otros compuestos organicos como las macamidas Yy
curcuminoides que segun la literatura poseen propiedades como agente inductor
de céncer, que puedan favorecer la terapia con temozolamida sobre la linea celular
de Glioblastoma Multiforme Humano T98G en el GBM.

3. Otra sugerencia es realizar ensayos electrofisiologicos a Glioblastoma Multiforme

Humano T98G, para determinar mas caracteristicas de esta linea celular que

favorezcan a la apoptosis (proceso de muerte celular).
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