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Resumen

El glioblastoma, un tipo de tumor cerebral primario altamente agresivo, representa un desafio
clinico significativo debido a su naturaleza y su pronostico fatal, ya que representa una
esperanza de vida promedio de s6lo 15 meses para los pacientes afectados. Este cancer se
caracteriza por un entorno inflamatorio que favorece su desarrollo y progresion. Dentro de este
contexto inflamatorio, se encuentran diversas citocinas, entre las cuales destaca el interferon
gamma (IFN-y). El IFN-y al unirse a su complejo receptor transmembranal, desencadena una
cascada de sefalizacion que culmina en la activacion del factor de transcripcion STAT-1. Este
ultimo regula la expresion de diversos genes, algunos de ellos asociados con efectos pro- y anti-
tumorigénicos dependiendo del tipo de céncer. En glioblastoma, el IFN-y parece
primordialmente promover la progresion oncogénica. Sin embargo, no se conoce
completamente si la sefializacion del IFN-y podria modular los niveles de expresion de las
proteasas, enzimas con multiples implicaciones en el cancer, como la migracion celular, que es
un evento fundamental en la progresion tumoral. En este proyecto, se determin6 una firma de
proteasas desreguladas en glioblastoma en comparacion con el tejido de cerebro saludable
utilizando bases de datos de cancer humano. Ademas, se han identificado varias proteasas que
son moduladas por el IFN-y en el contexto del glioblastoma, mediante un microarreglo de
proteinas para la deteccion de proteasas. Al respecto, se demostré que el IFN-y favorece la
migracion de las células A-172, lo cual podria estar relacionado con la modulacion de los niveles
de proteasas por la sefalizacion del IFN-y. De los datos obtenidos, se selecciono la catepsina L
(CTSL), una proteasa asociada con la progresion tumoral. Los resultados sugieren que la
sefializacion del IFN-y incrementa los niveles de CTSL en células de glioblastoma,
principalmente en el compartimento citoplasmatico y mitocondrial. Estos hallazgos esclarecen
los mecanismos moleculares involucrados en la patogénesis del glioblastoma, mediados por la
sefializacion del IFN-y. Ademads, abren la puerta a futuras investigaciones orientadas hacia la
generacion de nuevas vias terapéuticas potenciales y/o nuevas formas de diagnostico para el

glioblastoma.

18
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I. Introduccion

1. El sistema nervioso

El sistema nervioso (SN) es un componente complejo dentro del cuerpo humano, constituido
por una variedad de organos y células especializadas, cuyo objetivo principal radica en la
transmision de informaciéon y el manejo de las funciones fisiologicas del organismo. Este
complejo sistema estd integrado por el encéfalo, la médula espinal y los nervios periféricos (Bea,
1999). El encéfalo recibe, analiza y coordina las sefiales nerviosas de diversas regiones
sensoriales, lo que lo convierte en el centro de control del organismo. Este 6rgano altamente
complejo produce impulsos nerviosos eléctricos para controlar las respuestas motoras y
autonomas del cuerpo (Poirier, 2004; Bea, 1999). La médula espinal es esencial para conectar
el encéfalo con el resto del cuerpo, ya que facilita la conexion y coordinacion de las respuestas
motoras y sensoriales al actuar como un canal de transmision de impulsos nerviosos. Ademas,
contiene circuitos neuronales capaces de producir respuestas automaticas sin la intervencion
directa del cerebro (Poirier, 2004; Bea, 1999). Los nervios periféricos, por otro lado, son
estructuras complejas responsables de transmitir los impulsos nerviosos entre el encéfalo, la
médula espinal y los diversos tejidos del cuerpo. La comunicacion efectiva y la ejecucion de
ordenes motoras y sensoriales son garantizadas por este amplio sistema de redes bioldgicas

(Poirier, 2004; Bea, 1999).

La organizacion funcional del sistema nervioso estd estructurada para llevar a cabo las
reacciones electroquimicas sirven para transmitir informacion, proceso conocido como sinapsis.
Este mecanismo involucra muchas moléculas, como neurotransmisores y circuitos neuronales
especializados, que se encargan de coordinar adecuadamente la funcidn en diferentes regiones
del encéfalo, para integrar la informacion sensorial y realizar respuestas motoras (Poirier, 2004;

Bea, 1999).

La evolucién ha dotado al cerebro mas de un trillon de neuronas, lo que ha creado estructuras
sofisticadas que permiten la interpretacion de la realidad, el desarrollo de la autoconciencia, el

almacenamiento de recuerdos y el fomento de la creatividad (Robin, 2020). La figura 1
19
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proporciona una vision clara y simplificada de las diversas partes que componen el encéfalo,
tales como el l6bulo parietal, frontal, temporal, occipital, cerebelo y el tronco encefélico;
asimismo, se sefialan algunas de las funciones especificas que desempena cada una de estas

regiones cerebrales (Llorens ef al, 2023).

Lobulo parietal Lébulo frontal

AR

Lobulo temporal

Lébulo occipital

z
’J\Y

Cerebelo

@&

Tronco encefalico

Figura 1. El encéfalo y sus funciones. El 16bulo parietal es responsable de comprender el entorno, el 16bulo
occipital ayuda a interpretar la informacion visual, el 16bulo frontal es el encargado del intelecto, el I6bulo temporal
de la memoria, el tronco encefélico es responsable de regular sus funciones vitales como la frecuencia cardiaca, el
cerebelo es el encargado de la coordinacion motora y el equilibrio. Imagen tomada de Llorens y Marin, 2023.

1.1 Subdivisiones del sistema nervioso

El sistema nervioso se divide principalmente en dos sistemas: el sistema nervioso central (SNC)
y el sistema nervioso periférico (SNP), cada uno desempefiando funciones especificas y
complementarias (Rosselli y Monica, 2003). En la figura 2, se presentan de manera visual los

elementos que conforman tanto el sistema nervioso central como el periférico.

20
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Figura 2. Subdivisiones del sistema nervioso. Las dos subdivisiones que presenta el sistema nervioso son:
Sistema Nervioso Central, conformada por el cerebro y la médula espinal. Sistema Nervioso Periférico, conformado
por los ganglios y los nervios. Imagen modificada de Peripheral Nervous System, 2018.

El sistema nervioso central, compuesto por el encéfalo y la médula espinal, participa en la
integracion y la toma de decisiones (Robin et al/, 2020). Funciona como el centro de
procesamiento de informacion, recibiendo, analizando y respondiendo a los estimulos
sensoriales. Esta capacidad de procesamiento es fundamental para coordinar las respuestas del

organismo a su entorno (Thau et al, 2022).

Por otro lado, el sistema nervioso periférico estd conformado por los nervios craneanos y

espinales (Rosselli y Monica, 2003). Se caracteriza por extenderse mas alla del sistema nervioso
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central e incluye todo el tejido nervioso que no forma parte de ¢él. Consta de nervios que
comunican informacién entre el cerebro y otras partes del cuerpo, asi como nervios conectados

a la médula espinal (Farley et al, 2014).

El sistema nervioso periférico es principalmente responsable de recopilar informacion sensitiva
del entorno y enviarla al sistema nervioso central para que la procese. Posteriormente, el sistema
nervioso periférico envia érdenes motoras a los tejidos y 6rganos apropiados, lo que permite

una respuesta coordinada (Robin et al, 2020).

1.2 Las células del sistema nervioso

El sistema nervioso se constituye a partir de dos tipos fundamentales de células, las neuronas y
las células gliales. Las neuronas, pilares esenciales del sistema nervioso, presentan una
estructura caracterizada por tres componentes principales: las dendritas, el cuerpo celular y el
axon (Farley et al, 2014). La disposicion cohesionada de axones conforman lo que conocemos

como nervios (NIH, 2024).

La figura 3 A ilustra la morfologia distintiva de una neurona. Estas células especializadas poseen
la notable capacidad de ser eléctricamente excitables, lo cual permite la transmision de sefiales
a través de sinapsis hacia otras neuronas, 6rganos o células efectoras (Ludwig et al, 2023). En
la figura 3B, se representa graficamente la interaccidon sindptica entre dos neuronas,
evidenciando la complejidad y la precision de este fenomeno. Aunque cominmente se reconoce
a la neurona como la unidad elemental de este sistema, resulta importante destacar que las
células gliales desempefian funciones de suma importancia, las cuales se mencionan a

continuacion (NIH, 2024).
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Figura 3. La neurona. A) Estructura de la neurona, compuesta por el nucleo, el cuerpo celular, las dendritas, el
axon, entre otros componentes que se muestran en la figura. B) Interaccion sinaptica entre la neurona presinaptica
y postsinaptica. Imagen modificada de Farley et al, 2014.
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Las células gliales desempeian un papel vital en el mantenimiento y respaldo del entorno neural.
Su contribucion esencial radica en proporcionar un respaldo estructural y metabdlico,
contribuyendo al mantenimiento de la homeostasis cerebral. Las células gliales, abarcando un
espectro diverso de funciones, se definen como todas aquellas que pertenecen al sistema
nervioso, pero no son neuronas. Estas células desempefian roles criticos, como la mielinizacion,
la formacioén y remodelacion sinaptica, el reciclaje de neurotransmisores, el soporte trofico y la
gestion de la barrera hematoencefalica (Rawji et al, 2023). La figura 4 destaca visualmente los

distintos tipos de células gliales, ilustrando su variada contribucion al entorno neural.

En el SNC, las células gliales mas prominentes son los astrocitos y oligodendrocitos, mientras
que, en el sistema nervioso periférico, las células de Schwann ocupan un lugar destacado

(Ludwig et al, 2023; Jessen, 2004).
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Figura 4. Las células gliales. Los oligodendrocitos, la microglia, las células ependimarias, las células de Schwann
y los astrocitos son las principales células gliales. Imagen modificada de Colegio Cautivas Correntinas, 2020.

Oligodendrocitos y células de Schwann desempefian un papel crucial en la generacion de
mielina, fundamental para incrementar la velocidad de transmision neuronal. Los astrocitos, por
su parte, establecen conexiones intimas con el compartimento dendritico, participando
activamente en la regulacidon sindptica. Ademads, su conexién a los capilares permite la
organizacion del soporte metabdlico necesario para el funcionamiento neuronal 6ptimo (Ludwig

et al, 2023; Jessen, 2004).

En el caso de axones de menor calibre, las células de Schwann no mielinizantes forman fibras
de Remak, destacando la versatilidad funcional de las células gliales. Este intrincado tejido
celular, a menudo pasado por alto, revela la importancia de las células gliales en la salud y

funcién del sistema nervioso (Rey et al, 2023).

Cuando las células gliales han acumulado mutaciones genéticas. Estas mutaciones afectan los
mecanismos de regulacion celular, llevando a un crecimiento y division descontrolados de las
células, lo que resulta en la formacion de un tumor (Stiles, 2008). En el presente trabajo se

enfocard en el estudio del glioblastoma.
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2. Glioblastoma

El glioblastoma es considerado el tumor cerebral primario mas frecuente y mas agresivo en
adultos, se origina a partir de astrocitos (Grochans et al, 2022; Wirsching et al, 2016).

Representa el 15% de los tumores del sistema nervioso central y el 50.1% de las neoplasias

malignas (Giles et al, 2023; Gimple et al, 2019).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha clasificado mediante técnicas histoldgicas y
moleculares combinadas al glioblastoma como un tumor de grado 4, lo que quiere decir que es
altamente agresivo debido a su notable invasion, lo que dificulta la erradicacion completa
mediante cirugia y promueve la recurrencia tumoral. La invasion caracteristica del glioblastoma
se atribuye en parte a su capacidad de migracion pronunciada para infiltrar los tejidos
circundantes, un proceso mediado por la transicion epitelio-mesenquimal (EMT) (Bi et al,
2023). A nivel histoloogico, el glioblastoma se caracteriza por presentar necrosis y proliferacion

endotelial (Wirsching et al, 2016), como se puede visualizar el glioblastoma en la figura 5.

Contraste T1+ FET-PET Histologia

s VH \,"{"-'i.\\é‘f

Glioblastoma

Figura 5. Neuroimagen y caracteristicas histolégicas del glioblastoma. El glioblastoma visualizado con
resonancia magnética potenciada con gadolinio ponderada en T1 con mas contraste y T2. Imagen tomada con
tomografia por emision de positrones con 18-fluoruro-fluoro-etil-tirosina (FET-PET). Caracteristicas histologicas
en sitios tefiidos con hematoxilina-eosina. Las flechas sefialan al glioblastoma. Imagen modificada de Weller ef a/,

2015.

25

Ciencias Genomicas



TESIS

2.1 Localizacion del glioblastoma

El glioblastoma es mas comln en el compartimento supratentorial que en el compartimento
subtentorial. El l6bulo frontal es el sitio de localizacion mas frecuente para este tipo de tumores
dentro del compartimento supratentorial. Por otro lado, el glioblastoma es relativamente
infrecuente en areas como el cerebelo y el tronco del encéfalo (Grochans et al/, 2022). Debido a
su singularidad anatémica y su potencial impacto en las funciones cerebrales, estas ubicaciones
menos comunes plantean desafios diagndsticos y terapéuticos adicionales. Para una evaluacion
precisa y un manejo clinico efectivo de esta devastadora enfermedad neuro-oncoldgica, es
necesario comprender detalladamente la distribucion regional del glioblastoma. Se puede ver de

manera grafica las diversas localizaciones del glioblastoma en la figura 6.
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Figura 6. Localizacion del glioblastoma en el SNC. El glioblastoma puede presentarse en una diversidad de sitios
en el sistema nervioso central, la figura muestra las regiones donde este tipo de tumores se presenta con su
respectivo porcentaje, cabe mencionar que el dafio cerebral superpuesto al cerebro, asi como otros, que no se
muestran en la figura, por ello la suma de los porcentajes no es 100%. Imagen modificada de Grochans et al, 2022.

2.2 Epidemiologia del glioblastoma
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Los tumores que afectan al SNC constituyen el 2% de todas las neoplasias. Este grupo de
tumores presenta una diversidad amplia, que abarca desde lesiones bien diferenciadas y
relativamente benignas, como los meningiomas, hasta aquellas altamente invasivas y poco
diferenciadas, como el glioblastoma. La incidencia global de tumores primarios en el SNC se
situa en 10.82 por cada 100,000 personas al afio. La epidemiologia de estos tumores es compleja,
y varios metaanalisis que exploran sus caracteristicas demogréficas y clinicas bdsicas
encuentran una marcada heterogeneidad (Alegria et al, 2017). La figura 7 muestra la frecuencia
relativa de diversos tipos de tumores del SNC con base al registro en Estados Unidos del 2007

al 2011.

Oligodendrogliomas Tumores
embrionarios
Tumores de
ependimoma
Tumores
Linfoma oligoastrociticos

Todos los demas
astrocitomas

Tumores de la
vaina nerviosa

Meningioma

Todos los
demas

Tumores
hipofisarios

Figura 7. Frecuencia relativa de tumores del sistema nervioso central. La grafica de pastel muestra los tipos de
tumores SNC agrupados histologicamente por su frecuencia relativa con base al Central Brain Tumor Registry of
the United States (CBTRUS) del afio 2007 al 2011. Imagen modificada de Weller et al, 2015.

El glioblastoma presenta una incidencia estimada de 3 a 5 casos por cada 100,000 personas al

ano en los Estados Unidos (Erices et al, 2023). En México, la informacion sobre la incidencia
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especifica del glioblastoma es limitada. No obstante, la incidencia total de tumores cerebrales
primarios es de 21.42 casos por cada 100,000 habitantes, aumentando a 81.16 casos por cada
100,000 personas mayores de 85 afios (Contreras, 2017). El prondstico para los pacientes con
glioblastoma es desfavorable, con una mediana de supervivencia de aproximadamente 15 meses
(Lai et al, 2023). Ademas, el glioblastoma tiene la tasa de mortalidad mas alta entre los tumores

cerebrales mas comunes en humanos (Bi et al, 2023).

El glioblastoma suele ser diagnosticado en personas mayores, con una edad media al momento
de la deteccion de alrededor de 64 afios. La frecuencia de esta afeccion cerebral aumenta con la
edad y alcanza su punto maximo entre los 75 y 84 afos. Después de los 85 afios, la frecuencia
disminuye. También se evidencia una variacion en la edad al momento del diagnostico entre el
glioblastoma primario y el secundario, siendo el primero relacionado con una edad promedio de
alrededor de 55 afos, mientras que el segundo se encuentra en personas mas jovenes, con una
edad promedio de alrededor de 40 afios. Es importante sefialar que el glioblastoma es poco
comun en los ninos (Tamimi y Juweid, 2017). En la figura 8 se puede ver de manera grafica, la

incidencia del glioblastoma con base en la edad y el sexo.
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Figura 8. Incidencia del glioblastoma por edad y sexo. Tasas de incidencia del glioblastoma entre los afios 2006
al 2010 con base a la edad y el sexo. Imagen modificada de Tamimi y Juweid, 2017.

La incidencia mas reciente con base en los datos de la Organizacion Mundial de la Salud, para

el glioblastoma, no est4 disponible, sin embargo, se puede obtener los datos de los tumores del
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sistema nervioso central y si se ajustan los parametros, como la edad, un factor importante como
anteriormente se comentd, podemos tener una aproximacion de su incidencia. La incidencia
aproximada del glioblastoma a nivel mundial destaca por tener paises con una alta tasa, tales
como paises europeos en mayor medida, Australia, el norte de Africa, América del Norte, Brasil,
Argentina y paises de Medio Oriente. Mientras que los paises con menor incidencia se incluyen,
el centro de Africa, México, India, Indonesia, Japon (Ferlay et al, 2024). En la figura 9 se
visualiza un mapa de calor con la incidencia de los tumores del SNC en personas mayores de

65 anos.
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Figura 9. Incidencia de tumores del SNC a nivel mundial. Mapa de calor que muestra la tasa estandarizada por
edad (mundial) por cada 100,000 personas, tomando en cuenta ambos sexos, con una edad de 65 a mas de 85, datos
del afio 2022. Imagen modificada de Ferlay et al, 2024.

2.3 Diagnostico del glioblastoma

El glioblastoma tiene un diagnéstico complejo y poco reproducible, con una incapacidad de
predecir con precision la sensibilidad o resistencia a los regimenes de quimioterapia (De
Vleeschouwer et al, 2017). Esto se debe a que tiene una alta tasa de recurrencia, una alta
heterogeneidad y plasticidad celular intratumoral y una naturaleza infiltrativa y migratoria de
las células. Cuando se trata de una enfermedad frecuente, los tumores recurrentes con frecuencia
divergen evolutivamente del tumor original, con impulsores y sensibilidades diferentes, lo que
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limita la capacidad informativa de las biopsias iniciales (Gimple et a/, 2019). La evaluacion por
imagenes desempefia un papel fundamental en el abordaje diagndstico y terapéutico de diversas
afecciones neurologicas. Entre las modalidades mas utilizadas se encuentran (Mesfin et al,

2023):

Tomografia Computarizada de Cabeza. La TC de cabeza es utilizada para la deteccion y
evaluacion de hallazgos intracraneales agudos, como hemorragias, edemas y asimetrias en el

tejido cerebral (Mesfin et al, 2023).

Imagen por Resonancia Magnética Cerebral: La MRI cerebral destaca por su sensibilidad en
la identificacion de caracteristicas de los tumores cerebrales. Los tumores de bajo grado suelen
no presentar realce, mientras que los de alto grado pueden exhibir realce en diferentes niveles.
Ademas, la MRI es altamente eficaz en la evaluacion del edema cerebral, siendo crucial en la
planificacion terapéutica y en la valoracion de la respuesta a procedimientos como cirugia,

radioterapia y quimioterapia (Mesfin et al, 2023).

Radiografia de Torax: La radiografia de toérax adquiere importancia en pacientes recién
diagnosticados con tumores cerebrales, permitiendo una adecuada evaluacién metastésica.
Basandose en la historia clinica y el examen fisico del paciente, se considera especialmente

relevante en casos de tabaquismo (Mesfin ef al, 2023).

2.4 Tratamiento del glioblastoma

El glioblastoma requiere un tratamiento multidisciplinario que incluye cirugia, radioterapia y
quimioterapia, en la figura 11 se hace un resumen grafico de los tratamientos. Cada método
terapéutico es esencial en el manejo de esta enfermedad, con el objetivo de reducir la carga
tumoral y obtener muestras para un diagndstico preciso y establecer un plan de tratamiento ideal
(Alegria et al, 2017; Sales et al, 2022). A continuacidn, se describiran algunos de los

tratamientos implementados:
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Cirugia. La reseccion quirurgica del tumor sigue siendo la opcion principal de tratamiento,
especialmente cuando se combina con radioquimioterapia adyuvante (Sales et al, 2022). La
finalidad de la cirugia no es solamente disminuir la cantidad de tumores, sino que también busca
obtener tejido para realizar un diagnéstico mas preciso y establecer un plan de tratamiento mas
adecuado. Para los tumores primarios del sistema nervioso central que buscan una reseccion
completa, el tratamiento quirtirgico es la opcion preferida. El tumor solo se puede tratar si es
inaccesible o se encuentra en un area clocuente, como la corteza motora, o las areas sensoriales

(Alegria et al, 2017). Se puede ver en la figura 10 la cirugia de un paciente con glioblastoma.

Figura 10. El glioblastoma en un paciente de 61 aiios. (A, C) Imagen antes de la cirugia. (B, D) Imagen después
de la cirugia. En las figuras inferiores se muestran las mismas imagenes, pero con fluorescencia. Las flechas blancas
sefialan al tumor. Imagen tomada de Sales ef al, 2022.

Radioterapia. El glioblastoma suele recibir radioterapia como tratamiento adicional, los cuales
pueden ser tres, braquiterapia, radiocirugia estereotictica y radioterapia convencional. La
radioterapia tradicional se compone de una serie de tratamientos diarios, basados en ondas de
alta energia, como los rayos X, que oscilan entre 25 y 35 por un periodo de 5 a 7 semanas, y se
adapta a la patologia y la ubicacion del tumor. Por el contrario, la radiocirugia estereotactica
requiere una sesion de un dia, pero se puede prolongar a dos o tres dias mas. Para tumores

recurrentes, generalmente se utiliza como tratamiento paliativo. Por altimo, la braquiterapia
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implica colocar un implante radioactivo directamente dentro del tumor (Alegria ef a/, 2017). La
radioterapia ocupa un papel integral en el tratamiento del glioblastoma. Las caracteristicas
especificas del tumor y del paciente, como la edad y el estado funcional, determinan cémo se

debe aplicar la radioterapia y como se debe administrar (Cabrera et al, 2016).

Quimioterapia. La temozolomida es el firmaco de eleccion en el tratamiento del glioblastoma,
actuando sobre la metilacion del DNA y promoviendo la apoptosis celular. Su combinaciéon con
radioterapia ha demostrado mejorar significativamente la supervivencia a largo plazo. Ademas,
se estan investigando otros agentes quimioterapéuticos como el bevacizumab, el imatinib y el
irinotecan, que muestran promesas en la inhibicion de factores de crecimiento tumorales y en el

control de la progresion tumoral (Lai ef al, 2023)
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Figura 11. Tratamientos para el glioblastoma. Los tratamientos estandares del glioblastoma son tres, la
extirpacion quirurgica, la radioterapia y la quimioterapia, para tener un mejor prondstico se combinan los
tratamientos anteriores. Imagen modificada de Aguilera et al, 2022.

3. Factores de riesgo del glioblastoma

Los factores de riesgo que se han asociado con el glioblastoma son diversos, entre los cuales se

encuentran los siguientes:

32

Ciencias Genomicas



TESIS

Tabaquismo y nitrosaminas. El cigarro es un agente que esta involucrado en una gran variedad
de enfermedades, entre ellas el cancer, sin embargo, en el caso del glioblastoma hacen falta
estudios para poder determinar su relacion, empero se ha identificado que entre los componentes
del tabaco se encuentran las nitrosaminas especificas del tabaco (TSNA) y los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (PAH), los cuales son capaces de penetrar la barrera hematoencefalica,

provocando dafos en el SNC (Grochans et al, 2022).

Las mutaciones no hereditarias. Las células somaticas debido a errores en la replicacion del
DNA o por exposicion a mutagenos ambientales, pueden provocar la transformacion celular y
la progresion del cancer, lo cual puede promover el desarrollo del glioblastoma, se investiga a
genes que cuentan con la mayor densidad de mutaciones sin sentido para relacionarlos con la

progresion del glioblastoma (De Vleeschouwer ef al, 2017).

La inflamacion croénica. La inflamacion es un proceso fisiologico que involucra a una gran
variedad de procesos inmunoldgicos, entre ellos se encuentra la modulacion de células y
moléculas involucradas en destruir las células alteradas, para evitar la formacién de tumores.
Sin embargo, cuando la inflamacion se vuelve cronica produce un efecto contrario, ya que puede
involucrarse en el desarrollo de tumores, se ha encontrado que la inflamacion crénica puede
danar el DNA, produciendo mutaciones que terminan produciendo el desarrollo de la neoplasia,
ademas la inflamacion crdénica contribuye mediante mecanismos moleculares que estan
involucrados en la evasion de la respuesta inmune en las células tumorales (Grochans et al,

2022).

Otros factores de riesgo para el desarrollo del glioblastoma son: el suefio, la melatonina, el
consumo de alcohol, factores nutricionales, productos quimicos, pesticidas, obesidad, radiacion

ionizante (Grochans et al, 2022).
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I1. Antecedentes particulares

1. El microambiente tumoral

El microambiente tumoral (TME) es una red compleja compuesta por una poblacion
heterogénea de células cancerosas, junto con citocinas solubles, células estromales asociadas y
la matriz extracelular (MEC), los cuales contribuyen a la heterogeneidad y la dinamica del

glioblastoma (Lai ef al, 2023).

El TME, se puede ver representado en la figura 12, el cual desempefia un papel en la progresion
tumoral, mediante sefiales que impulsan la proliferacion, la invasion y la resistencia (Wolf et al,
2019). El estroma tumoral es un componente fundamental involucrado en la evasion inmune, la
invasion, la metastasis, la proliferacion celular, la angiogénesis, y la resistencia a la terapia

(Tagirasa y Yoo, 2022).
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Figura 12. El microambiente tumoral del glioblastoma. Representacion del TME del glioblastoma, los
componentes que lo conforman son los macrofagos, las células dendriticas, células supresoras derivadas de
mieloides, neutréfilos, linfocitos B y T, células asesinas naturales y las células de glioblastoma. Imagen modificada
de Dapash et al, 2021.
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La MEC esta compuesta por diversos polisacaridos y proteinas, representando el 20% del
volumen total del cerebro humano (Lam et al, 2019). La MEC tiene como funcidn fisiologica
el desarrollo y funcionamiento del cerebro, sin embargo, en contexto del glioblastoma la ECM
se modifica, lo cual provoca un aumento de su rigidez asociada al tumor, un ejemplo de esto es
el aumento de la expresion de CD44, siendo blanco de unién de la metaloproteinasa de matriz
9 (MMP9) y el principal receptor de superficie para el adcido hialurénico (HA) (Dapash et al,
2021).

El TME esta modulado por la interaccion de las células cancerosas, por la expresion génica, la
secrecion de diversas moléculas de sefializacion, como citocinas, quimiocinas, factores de

crecimiento y por proteasas (Tagirasa 'y Yoo, 2022).

El glioblastoma tiene involucrada a la inflamacion cronica en su TME, lo que provoca que tenga
una mayor resistencia a las terapias y un peor pronostico. Por otro lado, las células del
glioblastoma mediante procesos moleculares expresan y secretan quimiocinas y citocinas
inmunosupresoras (Roesler et al, 2021). Por ejemplo, la IL-10, una citocina antiinflamatoria,
inhibe la sintesis de otras citocinas, contribuye a la inhibicion de las células presentadoras de
antigenos, frena la proliferacion de células T y promueve la activacion de las células T
reguladoras (Widodo et al, 2021). Por otro lado, el TGF-f inhibe la proliferacion de células T

contribuyendo de esta manera a la inmunosupresion (Pickup et al/, 2013).

El IFN-y (IFN-gamma) es una citocina proinflamatoria que esta presente en el TME, su funcién
en el cancer es dual, ya que puede desempefiar un papel tanto antitumoral como protumoral; su
efecto serd dependiendo del tipo especifico de tumor, la intensidad de la sefializacion, su
concentracion, asi como las caracteristicas presentes en el TME, todas estas caracteristicas
hacen que el IFN-y a través de la interaccion con células inmunolodgicas actiien contra o para

aumentar la malignidad (Castro et al, 2018).

El IFN-y a través de sus receptores transmembranales activa la ruta de JAK/STATI, para
modular la expresion de sus genes blanco. Se ha demostrado que los elementos de la via del
IFN-y se encuentran incrementados en glioblastoma (Zamora, 2024).
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2. E1 IFN-y

En el cuerpo humano frecuentemente surgen células malignas, en consecuencia, este debe
montar una defensa, facilitada por el sistema inmunoldgico, que asuma el reconocimiento y la
erradicacion de cualquier entidad que suponga ser una amenaza para el organismo (Ding et al,
2022). El sistema inmunolégico abarca componentes innatos, que operan con una capacidad
limitada de reconocimiento y de esta forma facilitando la movilizacion de efectores celulares y
proteicos como frente defensivo. Por otro lado, el sistema inmunoldgico cuenta con
componentes adaptativos que se especializan en el reconocimiento preciso y la erradicacion de

amenazas especificas (Ding et al, 2022).

Las citocinas son proteinas mensajeras empleadas por el sistema inmunologico para la
regulacion de diversos procesos. Entre las citocinas se encuentran a los interferones también
denominados IFN, las cuales son un grupo de moléculas de sefalizacion que estan involucradas
en la regulacion positiva de la respuesta inmune. Los interferones son cruciales para combatir
las infecciones virales, pero también juegan un papel importante en la supresion de tumores, su
funcion se basa en la regulacion positiva del complejo principal de histocompatibilidad (MHC)
de Clase I y II, la transduccion de sefiales y la activacion de células inmunitarias, como

macrofagos y células NK (asesinas naturales) (Khanna et al, 2023).

Los interferones se dividen en tres subtipos principales: IFN-a, IFN-f y el IFN-y. Los IFN-a y
IFN-B pertenecen a la subclase de interferon tipo 1 y el IFN-y pertenece a la subclase de
interferon tipo 2. Se ha descubierto mas recientemente una tercera subclase de interferones,
especificamente el tipo 3, que incluye el IFN-A (Khanna et al/, 2023). El IFN-y, conocido por su
actividad en la inmunidad innata y adaptativa, es el inico miembro del grupo del IFN tipo II. Es
secretado principalmente por células NK, células T CD4 + y células CDS8 + (Salas et al, 2023).
Las funciones que desarrolla el IFN-y son la regulacién de la inmunidad, la orquestacion del
trafico de leucocitos, la proliferacion celular, la apoptosis, ademas de exhibir propiedades
antibacterianas y anticancerigenas, sin embargo, también posee efectos protumorigénicos en

contextos especificos de cancer (Schroder et al, 2004; Bhat et al, 2018).
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2.1 La via canonica del IFN-y

El IFN-y es una citocina, que al unirse a su complejo receptor promueve cambios
conformacionales que promueven la activacion de STAT-1, que actia como factor de
transcripcion responsables de la regulacion de la expresion génica (Boehm et al, 1997; Zaidi y

Merlino, 2011). La figura 13 ilustra de manera gréfica la via de sefializacion del IFN-y.

® =
b

Extracelular

I

JAK2

iy

JAK1 JAK1 JAK1

Nucleo

. _ I1SGs
DXININT GAS INININENIPXINIGNINININT

Figura 13. Via de seiializacion canénica del IFN-y. Cuando el IFN-y se une a su receptor heterotetramérico,
compuesto por IFNGR1 e IFNGR2, desencadena la transfosforilacion de JAK1 y JAK2, asi como la fosforilacion
de IFNGRI1, lo que lleva al reclutamiento de STAT1. Posteriormente, STAT1 es fosforilado por las proteinas JAK.
Una vez fosforilado, STAT] se traslada al nucleo, donde regula la transcripcion de genes que poseen motivos de
secuencia activados por gamma (GAS) en sus regiones promotoras. Imagen modificada de Tecalco ef al, 2024.

El receptor del IFN-y se compone de dos subunidades, IFNyYR1 e IFNyR2, que exhiben distintas
funcionalidades en condiciones especificas. El IFNyR1 sirve como proteina de cadena de union
a ligando y demuestra una expresion moderada en casi todas las superficies celulares. Por el
contrario, IFNYR2 tiene niveles de expresion notablemente bajos, sujetos a estimulos externos
para su regulacion, este receptor posee una funcién fundamental en la estabilizacion del receptor

del IFN-y y la activacion de la quinasa JAK2 (Bach ef al, 1997). Por otro lado, las proteinas
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JAKI1 y JAK2 son enzimas que tienen una importante regulacion a nivel citoplasmatico, estas
enzimas fosforilan a STAT-1 en su residuo Y701 lo que lleva a la reorientacion de STAT1 en
una forma antiparalela, donde el dominio SH2 de cada proteina STATI se une al residuo pY701
de la otra proteina. Posteriormente, el complejo pSTAT1:pSTATI se desacopla del receptor
IFNGRI1, seguido de una fosforilacion final en su residuo S727, completando el proceso de
activacion. Finalmente, el complejo pSTAT1:pSTATI se transloca al nucleo, donde se une a
secuencias consenso en el DNA denominadas GAS (Gamma Activated Sequences) que estan
localizadas en las regiones promotoras de un gran nimero de genes denominados ISGs
(Interferon Stimulated Genes) (Salas et al, 2023). En la tabla 1 se muestran los elementos que

componen a la via candnica del IFN-y.

Tabla 1. Elementos de la via de sefalizacion candnica del IFN-y.

Elemento Gene ID Descripcion Referencia
Cadena de union al ligando alfa (GenBank, 2024)
IFNGR1 3459 del receptor de interferon
gamma.
IFNGR2 3460 Cadena beta de interferon (GenBank, 2024)
gamma.
JAK1 3716 Tirosina cinasa no receptora (GenBank, 2024)
JAK2 3717 Tirosina cnasa no receptora (GenBank, 2024)
STATI 6772 Transductor de sefial y activador (GenBank, 2024)

de la transcripcion

2.2 Funcion del IFN-y en cancer

El IFN-y cuenta con una actividad dual en el cancer, que depende del tipo de céancer, la
concentracion de IFN-y, la persistencia del estimulo del IFN-y. Estos efectos contribuyen a que
el IFN-y por medio de su via de sefializaciéon canonica o no canonica, regule la transcripcion de
diversos genes que tienen una funcion fundamental en el control o en la progresién tumoral

(Salas et al, 2023).
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El IFN-y desempefia mecanismos moleculares para desarrollar sus funciones duales en céncer.
Entre sus efectos protumorales se encuentra la superinduccion de la indolamina oxidasa (IDO)-
1 y el ligando 1 de muerte programada (PD-L1), que tiende a inmunosuprimir la respuesta
inmune. Por otra parte, cuando se transcribe el factor regulador de interferon 1 (IRF1), en
respuesta a IFN-y, desempena un papel antitumoral al inducir sefiales apoptoticas (Salas et al,

2023). En la figura 14 se ilustran los mecanismos duales del IFN-y.
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Figura 14. La funcién dual de la via canénica del IFN-y en cancer. El IFN-y puede desempeiar papeles que
promueven el tumor o que lo combaten, esto dependera de diversas circunstancias, cuando desempefia su papel
antitumor, activa la respuesta inmune, inhibe la proliferacion, la metéstasis e induce apoptosis en las células
tumorales, en contraparte cuando el IFN-y tiene actividades protumorales suprime la respuesta inmune aumenta la
viabilidad celular. Imagen tomada de Salas et a/, 2023.
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2.3 Laregulacion transcripcional mediada por la via del IFN-y

El IFN-y interviene en la sefializacion intracelular mediante la transduccion de senales que
activan al factor de transcripcion STAT1, que modula la expresion de diversos genes (Kopach
et al, 2014). Particularmente en células derivadas de glioblastoma A-172, mediante un
microarreglo de cDNA, se identificaron 92 genes asociados a cancer expresados
diferencialmente, de los cuales 63 genes estan regulados positivamente, y 29 genes regulados
negativamente en respuesta al tratamiento con IFN-y en una concentracion de 100 ng/ml. De
manera interesante, entre ellos, se identificé al gen que codifica para la proteasa CTSO, cuya
expresion fue inducida por el IFN-y (Pérez, 2023). No obstante, se ha estudiado poco la
regulacion de las proteasas por medio de la via del IFN-y. En un estudio in vitro en una linea
celular de astroglioma humano (CRT-MG), que tiene como origen una lesiéon neoplasica del
l6bulo frontal, se observo que el IFN-y regula negativamente a MMP9, ademas de disminuir su
abundancia proteica y su actividad, con una dependencia de STAT-1 (Ma et al, 2001; Ma et al,
2005). Se puede ver de manera grafica en la figura 15 la propuesta de la regulacion del IFN-y
sobre la MMP-9.

* IFN-y
n STAT-1 o

NN

Acetilacion de Reclutamiento de Reclutamiento de
histonas coactivadores la Pol 11

mRNA

Transcripcién del gen MMP-9

Figura 15. La regulacion de la MMP-9 por la via del IFN-y. La regulacion negativa del IFN-y sobre la MMP-9
es dependiente de STAT-1. El mecanismo molecular propuesto es por medio la inhibicién del ensamblaje del
complejo de transcripcion MMP-9 suprimiendo la asociacion CBP/p300 y la acetilacion H3/H4 e inhibiendo el
reclutamiento de Pol II. Imagen modificada de Ma et al, 2005.
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La regulacion de MMP-9 por medio del IFN-y también se ha identificado en monocitos, ya que
esta citocina regula negativamente la sintesis y liberacion de MMP-9 (Nguyen et a/, 2005). En
otro estudio se demostrd que los niveles expresion de MMP-1 y MMP-3 fueron hasta ocho
veces mayores con un tratamiento de 100 U/ml de IFN-y en queratinocitos epidérmicos humanos
(Tamai et al, 1995). En el caso de la MMP?7, el IFN-y aument6 su expresion en fibroblasto de
pulmon (Vu et al, 2019). Sin embargo, no se conocen mas evidencias de la modulacion de

proteasas por IFN-y en glioblastoma.

Curiosamente, el IFN-y no solo regula a las proteasas por su via de sefializacion, sino que las
proteasas pueden regular al IFN-y. En un estudio se demostr6 que la MMP-12 regula
negativamente la actividad de IFN-y mediante un corte proteolitico de STAT-1 en su carboxilo
terminal, el cual es un sitio conservado evolutivamente, lo que ocasiona que se inhibe la
fosforilacion en la Y701 y de esta manera se regula negativamente su actividad (Dufour et al,

2018).

3. Las proteasas en el organismo humano

En el ser humano se han identificado entre 500 a 600 proteasas diferentes (Vergnolle, 2016).
Estas enzimas se dividen en cinco clases principales, las cuales son; serina proteasa, cisteina
proteasa, treonina proteasa, aspartico proteasas y metaloproteasas. Esta clasificacion se basa en
los mecanismos quimicos de catalisis, ademas, hay proteasas de varios tipos cataliticos, algunos
de los cuales son desconocidos. Las proteasas se agrupan en familias de acuerdo con las
similitudes en sus secuencias de aminoacidos primarios, que luego se combinan en clanes

estructurales (Habic et al, 2021).

La figura 16 se ilustra las proporciones de cada clase de las proteasas, siendo las

metaloproteasas, serina y cisteina proteasa las clases mas grandes (Almeida et al, 20021).
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Figura 16. Las cinco clases de proteasas. Las proteasas se dividen en cinco clases, en las cuales hay
aproximadamente 152 serina proteasas, 148 metaloproteasas, 136 cisteina proteasas, 21 aspartico proteasas y 16
treonina proteasas. Imagen modificada de Almeida et al, 2021.

Las metaloproteasas se caracterizan por la presencia de un ion metdlico catalitico en el sitio
activo de la enzima y representan el grupo de proteasas mas grande en humanos, su familia
incluye a las, MMP que son metaloproteasas de matriz, las ADAM que son desintegrina y
metaloproteinasa y las ADAMTS, son ADAM con motivo de trombospondina. Las
metaloproteasas se les caracteriza por participar en la remodelacion de la ECM, eliminacion de
los ectodominios de otras proteinas transmembrana, la liberacion y activacion de factores de
crecimiento unidos a la matriz y sus precursores, por ejemplo, TGF-f y el VEGF, entre otros
(Habi€ et al, 2021). Las catepsinas por otro lado tienen un peso molécular entre 14 y 650 kDa
(Cubo et al, 2000), son en su mayoria proteasas lisosomales principalmente responsables del
catabolismo de las proteinas intracelulares, que en algunas ocasiones pueden ser liberadas de

los lisosomas o de la célula (Habic€ ef al, 2021).
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Las proteasas se dividen dependiendo su residuo catalitico, las cuales son: las cisteina proteasas,
catepsinas B, C, F, H, K, L, O, S, V, W y X, las proteasas asparticas, catepsinas D y E y las
serina proteasas catepsinas A y G (Habic et a/, 2021).

Las proteasas realizan su funcion tanto dentro como fuera de la célula, las serina proteasas estan
en su mayoria en el espacio extracelular, mientras que las cisteina proteasas estan
mayoritariamente en el espacio intracelular en condiciones fisiologicas (Vergnolle, 2016). En la

figura 17 se ilustra de manera gréfica la distribucion de las cinco clases de proteasas en la célula.
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Figura 17. Distribucién de las cinco clases de proteasas en la célula. Las proteasas pueden realizar su funcion
tanto en el espacio intra como extracelular, las serina proteasas intracelulares son 38, mientras que extracelulares
son 138, las metaloproteasas intracelulares son 73, mientras que extracelulares son 121, las cisteina proteasas
intracelulares son 145, mientras que extracelulares son 5, las aspartico proteasas intracelulares son 9 y
extracelulares son 22 y las treonina proteasas intracelulares son 22 y extracelular son 6. Imagen modificada de
Vergnolle, 2016.

Las proteasas son enzimas que realizan cortes en los enlaces peptidicos de las proteinas. Estas
enzimas se pueden clasificar segiin su funcién en dos tipos principales: exopeptidasas, que

cortan los extremos de las proteinas, y endopeptidasas, que cortan dentro de la cadena
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polipeptidica (Barrett, 2001). Las funciones fisiologicas de las proteasas son esenciales en

procesos biologicos como la digestion y la homeostasis intestinal (Vergnolle, 2016).

3.1 Las proteasas y el glioblastoma

Las proteasas estan estrictamente reguladas a través de multiples niveles, como la expresion
génica, su activacion, las modificaciones postraduccionales, el trafico intracelular, ademéas de
existir inhibidores que ayudan a mantener un equilibrio en las redes proteoliticas, ya que si no

hay regulacion aparecen diversas enfermedades, entre ellas el cancer (Habi€ ef al, 2021).

En el cancer se ha identificado a diversas proteasas que contribuyen a la malignidad de las
células, ya que estds estan involucradas en la remodelacion de la MEC, en efectos
inmunosupresores, en la regulacion de factores de crecimiento, asi como citocinas, en la
modulacion de respuestas inflamatorias y la desregulacion de redes proteoliticas (Tagirasa y

Yoo, 2022). En la figura 18 se ilustra la compleja interaccion entre las proteasas y el TME.
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Figura 18. Las proteasas en el microambiente tumoral. Las proteasas tienen un papel fundamental en el TME,
regulando vias de sefalizacion, cascadas proteoliticas, ademds son pieza fundamental en la remodelaciéon de la
MEC y contribuyen en la inmunosupresion. Imagen modificada de Tagirasa y Yoo, 2022.

44

Ciencias Genomicas



TESIS

Las diferentes familias de proteasas desempefian funciones en la progresion y malignidad del
cancer (Vizovisek et al, 2021). Las MMPs son especialmente estudiadas por su papel en la
degradacion de la MEC, facilitando la invasion tumoral y la metastasis (Kessenbrock et al,
2010). En el caso de las serina proteasas, como el activador del plasmindgeno de tipo uroquinasa
(uPA), también participan en la degradacion de componentes de la MEC y en la activacion de
otras proteasas, estas enzimas son cruciales en procesos como la invasion tumoral, la

angiogénesis y la metastasis (Gondi et al, 2007).

Las cisteina proteasas, incluyendo las catepsinas, contribuyen a la progresion del cancer a través
de la degradacion de la MEC y la modulacién del TME, ademas intervienen en la proteolisis
intracelular y extracelular, afectando la proliferacion celular, la apoptosis y la respuesta inmune
(Kramer et al, 2017). Por otro lado, las proteasas asparticas, como la catepsina D, estan
implicadas en la progresion del cancer mediante la degradacion, el procesamiento de proteinas,

la proliferacion, la migracion e invasion celular (Berchem et al, 2002).

Finalmente, las treonina proteasas, especialmente el proteasoma, son esenciales para la
degradacion de proteinas mal plegadas o dafiadas y para la regulacion del recambio proteico
(Collins et al, 2017). En el contexto del cancer, la actividad del proteasoma suele estar
aumentada para satisfacer las altas demandas de sintesis y degradacion de proteinas en las
células tumorales de rapida proliferacion, los inhibidores del proteasoma, como el bortezomib,
se han desarrollado como terapias anticancerigenas, demostrando eficacia en el tratamiento del
mieloma multiple y ciertos tipos de linfoma al inducir la apoptosis de las células malignas

(Manasanch et al, 2017); Chen et al, 2011).

En la figura 19 se ilustra a las cinco familias de las proteasas que participacion en diversos

mecanismos del cancer.
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Figura 19. Las proteasas en el ciancer. Las proteasas realizan una gran diversidad de funciones en cancer, se
ilustra a las clases de las proteasas y su relacion con el cancer que se ha encontrado. Imagen modificada de
Vizovisek et al, 2021.

Varias proteasas muestran una desregulacion y participacion significativa en el glioblastoma.
Por ejemplo, se ha determinado que ADAMS influye en la progresion del glioblastoma al
regular la angiogénesis mediada por osteopontina (Li ef al, 2020). Ademés, ADAMTS13 se ha
identificado como un modulador de la migracion de células endoteliales en el glioblastoma (Lee
et al, 2013). La expresion de CTSB en glioblastoma es seis veces mayor que en tejidos

cerebrales normales, lo que resalta su posible papel en la patogénesis de este tumor (Ma et al,
2022).
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La inhibicion de CTSD se ha demostrado que mejora la radiosensibilidad de las células de
glioblastoma al atenuar la autofagia, lo que sugiere un enfoque terapéutico potencial (Zheng et
al, 2020). No obstante, algunas proteasas también se han sefialado por su valor como marcadores
pronosticos sin funciones oncogénicas claras. Por ejemplo, las proteasas KLK6, KLK7 y
KLKO9 se han asociado con la supervivencia del paciente, aunque los mecanismos moleculares

subyacentes aun no se conocen (Drucker et al, 2015).

El sistema uPA/uPAR, que se sobreexpresa en muchos tipos de cancer, desempefia un papel
crucial en la invasion del glioblastoma. Estudios previos han demostrado que la regulacion
negativa de uPA/uPAR inhibe la invasion de células cancerosas en lineas celulares de
glioblastoma (Raghu ef a/, 2011). Por otro lado, la presenilina 1 inhibe la invasividad de las

células de glioblastoma al promover la escision de sortilina (Yang et al, 2021).

Otros estudios han mostrado la sobreexpresion de ADAMY en glioblastoma (Geng et al, 2020)
y la funcién relevante de ADAMTSI en la organizacion de redes de tipo endotelial y en la
respuesta a la hipoxia en ausencia de esta proteasa (Serrano et al, 2020). ADAMTS13 también
se expresa en células de glioblastoma y astrocitoma, modulando la migracién de células

endoteliales (Manfai et al, 2013).

La CTSA muestra una expresion significativamente mayor en tejidos de glioma en comparacion
con tejidos paraneoplasicos, sugiriendo su papel en la progresion del glioma (Zhang et al, 2022).
De manera similar, la CTSB y la CTSC estan sobreexpresadas en glioblastoma y otros tumores
(Ma et al, 2022; Cheng et al, 2022). La inhibicion de la CTSD mejora la radiosensibilidad de

las células de glioblastoma al atenuar la autofagia (Zheng et al, 2020).

Ademas, la inhibicion de la CTSL aumenta significativamente la apoptosis en células U251, lo
que podria indicar su potencial terapéutico (Dong et al/, 2022). La eliminacién de CTSS reduce
la viabilidad celular y aumenta la sensibilidad a Temozolomida, medicamento de quimioterapia,

en glioblastoma (Fei et al, 2020).
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La MMP-1 mejora la tumorigenicidad y la angiogénesis relacionada con el tumor, estando
inversamente asociada con la expresion de TIMP-4 en glioblastoma (Pullen et a/, 2012). La
metilacion del promotor MMP-2, evaluada en diferentes grados de glioma, sugiere que una
forma activa de MMP-2 esta involucrada en varios procesos patologicos durante la formacion
de gliomas (Sinceviciiité ef al, 2018). Los niveles plasmaticos de MMP-2 y MMP-9 también
se consideran biomarcadores de la actividad de bevacizumab en pacientes con glioblastoma

recurrente (Jiguet et al, 2022).

Finalmente, la sobreexpresion de MMP10 se asocia con un peor pronostico en glioblastoma,
correlacionandose con una supervivencia global y una supervivencia sin recurrencia mas
deficientes (Girgis et al, 2012). Las células madre cancerosas del glioblastoma también expresan

MMP-13, mostrando una alta actividad invasiva (Inoue et al, 2010).

Los antecedentes planteados sugieren que el IFN-y podria modular el transcriptoma y el
proteoma de las células derivadas de glioblastoma y tener un efecto global pro-tumorigénico
(Zamora et al, 2024; Pérez, 2023). Sin embargo, no se conocen todos los genes blanco de la
sefializacion del IFN-y. Por lo tanto, es importante investigar si existe una desregulacion de
diversas proteasas en glioblastoma en comparacion con el tejido de cerebro saludable, y si la
senalizacion del IFN-y podria afectar los niveles de expresion de las proteasas, enzimas que
tienen un papel importante en el cancer, como lo es el control de la invasion tumoral. De esta

forma, en este proyecto se plantea contestar las siguientes preguntas de investigacion:

1) (Se puede asociar un perfil de proteasas desreguladas en glioblastoma con la progresion

de este cancer y la baja supervivencia de los pacientes?

2) ¢(Los niveles de algunas proteasas son modulados por la sefializacion del IFN-y en

células de glioblastoma?

3) (Existe alguna proteasa candidata modulada por la senalizacién del IFN-y asociada con

la progresion del glioblastoma?
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II1. Hipotesis

Existe un perfil de expresion de proteasas caracteristico en glioblastoma, que incluye algunas

proteasas capaces de ser moduladas por la sefializacion del IFN-y.

IV. Justificacion

El glioblastoma, un tipo de cancer cerebral extremadamente agresivo que tiene una alta tasa de
mortalidad, es uno de los problemas mds importantes en los adultos mayores y a pesar de los
avances en la comprension de la enfermedad, asi como el desarrollo de tratamientos, este tipo
de cancer sigue siendo una necesidad urgente de estudios exhaustivos. La enfermedad se
diagnostica con frecuencia cuando se encuentra en una etapa muy avanzada, y la mayoria de los
tratamientos actuales son paliativos, destinados a aliviar los sintomas y ralentizar el progreso de
la enfermedad. La falta de deteccidon temprana y de tratamientos eficaces es una de las
principales razones para continuar investigando sobre el glioblastoma. La identificacion
temprana de biomarcadores y factores moleculares es crucial para mejorar el diagnostico y los

tratamientos.

Una forma de abordar esta problemadtica es empezar desde la investigacion basica a nivel
molecular, identificando alteraciones en mecanismos clave que favorezcan el desarrollo y
progresion tumoral. De esta manera, en este trabajo, se pretende explorar la modulacién de las
proteasas por la via de sefializacion del IFN-y. Considerando que algunas proteasas estan
asociadas a la progresion del glioblastoma, de demostrarse su induccion por la sefalizacion del
IFN-y, constituira un eje de senalizacion pro-tumorigénico, el cual podria mas adelante,

abordarse como un blanco de estrategias de deteccion y de tratamiento.
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V. Objetivo general

Definir un perfil de proteasas desreguladas en glioblastoma, y determinar el efecto de la

activacion de la via de senalizacion del IFN-y en su modulacion de su abundancia.

V1. Objetivos particulares

1. Analizar los niveles de expresion de las proteasas en tejido de glioblastoma y su relacion

con la supervivencia en pacientes con este tipo de cancer.

2. Investigar la potencial regulacion de la expresion de proteasas seleccionadas por la

senalizacion de [FN-y.
3. Evaluar el efecto del IFN-y sobre la migracion en células de glioblastoma

4. Determinar el efecto del IFN-y sobre los niveles de diversas proteasas en células de

glioblastoma.

5. Analizar el efecto del IFN-y sobre la localizacién y los niveles de una proteasa

seleccionada en células derivadas de glioblastoma.
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VII. Estrategia experimental

1. Estrategia experimental en muestras de pacientes

1. Analisis de los niveles de expresion de las proteasas
en tejido de glioblastoma y su relacion con la
supervivencia en pacientes con este tipo de cancer.
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2. Estrategia experimental en linea celular de glioblastoma

Linea celular derivada de
glioblastoma

.

3. Evaluacion del efecto
del IFN-y sobre la
migracién en células de
glioblastoma

Linea celular A-172
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4. Determinacion del efecto
del IFN-y sobre los niveles
diversas proteasas en
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5. Andlisis el efecto del IFN-y
sobre la localizacion y los niveles
de una proteasa seleccionada en
células derivadas de glioblastoma.
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VIII. Materiales y métodos

1. Muestras de pacientes con glioblastoma

1.1 Analisis de expresion génica y abundancia de las proteasas en glioblastoma

con respecto al tejido sano

Se realizé una busqueda bibliografica en PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) de las
proteasas que tienen importancia en cancer utilizando las siguientes palabras clave:
glioblastoma, protease, tumor microenvironment, tumor. Posteriormente, se realizd la misma
busqueda en glioblastoma. Se analizaron y se seleccionaron proteasas asociadas a cadncer para
continuar con el estudio. Posteriormente, se analizd la expresion de las proteasas involucradas
en cancer en glioblastoma con respecto al tejido sano mediante un mapa de calor realizado en
la plataforma de UALCAN (https://ualcan.path.uab.edu). El software UALCAN permite
realizar investigaciones cientificas con una gran diversidad de tareas relacionadas con el andlisis

de datos en el contexto del cancer.

La validacion cruzada se realizd6 mediante un mapa de calor creado en el software GEPIA
(http://gepia.cancer-pku.cn/index.html). La plataforma de GEPIA se sustenta con datos de
RNA-seq de una gran cantidad de muestras, incluyendo 9,736 tumores y 8,587 muestras
normales, provenientes de los proyectos como The Cancer Genome Atlas Program (TCGA) y

Genotype-Tissue Expression (GTEXx).

Posteriormente las proteasas involucradas en cancer se les analizd su expresion génica
individualmente empleando gréaficas de boxplot utilizando la herramienta bioinformatica
GEPIA (http://gepia.cancer-pku.cn/index.html). Las proteasas que poseen un cambio
significativo entre el tejido sano y el glioblastoma se utilizaron para los siguientes analisis in

silico, descartando todas aquellas que no cuentan con una significancia estadistica, p < 0.05 (*).
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Las proteasas con un cambio estadisticamente significativo se les analizd su expresion de
proteina en glioblastoma con respecto al tejido sano utilizando el software UALCAN. Los

resultados significativos con base a su valor p < 0.05 (*), p <0.01 (**), p <0.001 (***).

1.2 Analisis de la supervivencia de los pacientes con glioblastoma con base en

la expresion de las proteasas.

A las proteasas con cambio significativo se les analizo su supervivencia utilizando el programa
GENT?2 (http://gent2.appex.kr/gent2/), el cual es una herramienta ampliamente usada para

evaluar la supervivencia de pacientes en funcion de su perfil de expresion génica.

1.3 Analisis de correlacion de la expresion génica entre las proteasas y los

elementos de la via del [FN-y

Se analiz¢ la correlacion de las proteasas con cambio significativo con los elementos de la via
del IFN-y, los cuales son STAT1, JAKI, JAK2, IFNGR1, IFNGR2, en glioblastoma, utilizando
la herramienta bioinformatica GEPIA (http://gepia.cancer-pku.cn/index.html).
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2. Analisis bioinformatico

2.1 Analisis del potencial de regulacion del IFN-y sobre la expresion de las

proteasas presentes en cancer.

A las 35 proteasas presentes en cancer se les analiz6 su potencial de regulacion por medio de la
sefializacion de IFN-y con la herramienta bioinformatica INTERFEROME
(http://www.interferome.org/interferome/home.jspx). La cual es una plataforma de analisis para
estudiar la regulacion de la expresion de proteinas por la sefializacion de IFN-y en el campo de

la investigacion biomédica y gendmica.

2.2 Analisis del interactoma

El andlisis del interactoma de las proteasas seleccionadas se realiz6 mediante la herramienta
bioinformatica Stitch (http://stitch.embl.de/). Un software para analizar las interacciones que
podria haber entre proteinas, ademas de incluir a firmacos y otras moléculas que podrian estar

interaccionando.

2.3 Prediccion de localizacion subcelular

La prediccion de la localizacion subcelular de la proteasa seleccionada se realizé con el software
de PSORT, Protein Subcellular Localization Prediction Tool,
(https://www.genscript.com/psort.html). PSORT es una herramienta bioinformatica que
predice la localizacion subcelular de proteinas utilizando algoritmos basados en la secuencia de
aminodcidos y caracteristicas de las proteinas. La secuencia de aminoécidos de la proteasa se

obtuvo de la base de datos UniProt (https://www.uniprot.org/).
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3. Linea celular derivada de glioblastoma

3.1 Lineas celulares y estimulacion con IFN-y

La linea celular A-172 se utilizo ya que se aisl6 del tejido cerebral de un paciente masculino de
53 afios con glioblastoma. Ademas, se utilizo la linea celular U-373 proveniente de un tumor
maligno de astrocitoma de glioblastoma. Las lineas celulares se mantuvieron en medio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado con suero bovino fetal al 10% y antibidticos
(penicilina/estreptomicina) en una concentracion del 1%. Se incubaron en una atmosfera de CO»

al 5% a 37°C. Los medios de cultivo fueron proporcionados por Invitrogen y ATCC.

Las células se incubaron durante 24 horas con IFN-y humano 100 ng/mL y sin tratamiento, el
IFN humano recombinante (285-1F-00) se adquiri6 de R&D Systems. Posteriormente se lavaron

las células con PBS frio.

3.2 Analisis de migracion

Para evaluar la capacidad de migracion de las células de glioblastoma, tratadas y no tratadas con
IFN-y, se realiz6 una incision en la monocapa celular después de 12 horas de cultivo, utilizando
una punta de plastico de 1 mm. Se tomaron fotografias con el microscopio y cdmara AmScope,

a las 0, 24 y 48 horas tras la incision.

3.3 Extraccion de proteinas intracelulares y extracelulares

Se extrajeron las proteinas del medio extracelular y los extractos totales de la linea celular A-
172 de glioblastoma estimulada con y sin estimulo de IFN-y. Se utilizé el buffer de lisis TNTE
0.5% (Tris-HC1 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, Triton-X-100 al 0,5 %) se usaron

inhibidores de proteasas y fosfatasas de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
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Extractos totales. Se rasparon las células para obtener el extracto total de proteinas, y los
lisados se recolectaron en tubos Eppendorf'y se dejaron agitar durante 15 minutos a 4 °C. Luego
se centrifugo a 13,200 rpm por 5 minutos a 4 °C, y se recuper6 el sobrenadante que contenia el

extracto total de proteinas.

Medio extracelular. Se recuper6 el medio de cultivo para obtener las proteinas extracelulares,
se afiadio buffer de lisis TNTE con inhibidores de proteasas y fosfatasas para obtener las

proteinas del medio extracelular.

3.4 Microarreglo de proteinas

Se utiliz6 el kit Proteome Profiler Human Protease Array con nimero de catdlogo: ARY021B
para medir la abundancia de las proteasas con y sin IFN-y. Se utilizaron las cuatro membranas
que vienen incluidas en el kit, para medir la abundancia de las proteinas en el medio extracelular
y los extractos totales con y sin tratamiento de IFN-y. Se realizo6 el procedimiento de acuerdo

con el protocolo del fabricante.

Las membranas del microarreglo se bloquearon con Array Buffer 6, mientras se bloqueaban se
prepararon las muestras, las cuales fueron en dos condiciones, con estimulo de IFN-y y sin
estimulo, ambas condiciones se analizaron en el medio extracelular e intracelular de la linea

celular A-172.

Las muestras se mezclaron e incubaron a temperatura ambiente con el coctel de anticuerpos de
deteccion de proteasas que viene incluido en el kit, posteriormente se retird el Array Buffer 6 y
se anadio la mezcla de proteina y el coctel de anticuerpos de deteccion, posteriormente se dejo

incubando toda la noche a 4 °C en un agitador de plataforma oscilante.

Las membranas al dia siguiente se lavaron con 1X Wash Buffer por 10 minutos 3 veces,
posteriormente se adicioné a las membranas 1X Streptavidin-HRP durante 30 minutos a
temperatura ambiente en agitador de plataforma oscilante, después se lavaron las membranas.
Posteriormente se mezclaron los reactivos Chemi Reagent Mix y se adicion6 a cada membrana,
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se dej6 incubando durante 1 minuto para luego retirarlo, se cubrid con una envoltura de plastico

y se retiro las burbujas de aire.

Las membranas cubiertas se incorporaron a un casete de pelicula de autorradiografia y se

expusieron en diferentes tiempos de exposicion.

3.5 Inmunofluorescencia

Se emplearon placas de cultivo de seis pozos con cubreobjetos tratados con polilisina y sobre
estos se sembraron las células A-172. Las células fueron incubadas tanto sin tratamiento como
con tratamiento de IFN-y a una concentracion de 100 ng/mL durante 24 horas. Para las
inmunofluorescencias que se les tifieron las mitocondrias se afiadié MitoTracker Red CMXRos
(#9082) y se dejo incubando por 1 hora a 37 °C. Pasada la hora se retiré el medio de cultivo. Se
lavaron con PBS y se fijaron con paraformaldehido al 4% a temperatura ambiente durante 20
minutos. Se lavaron 3 veces con PBS. Para permeabilizarlas, se agregd Triton X-100 al 0.1%
(Triton 10% 100 mL en 10 ml de H,O) durante 8 minutos. Se lavaron 3 veces con PBS, seguido
se bloquearon con albumina al 1% (albumina en 10 mL de H>O) durante 1 hora. Luego del
bloqueo, se incubaron las células toda la noche con el anticuerpo primario anti-CTSL y anti-
pSTAT (diluido a 1:100). Se realiz6 una incubacién con anticuerpo secundario (1:100) IgG
antiraton Alexa Fluor 647 (ab150107, Abcam) durante 1 hora y media en la oscuridad.

Después se realizaron tres lavados con PBS y se montaron los cubreobjetos en portaobjetos con
Hoechst para la tincion nuclear. Por ualtimo, las células fueron analizadas utilizando un

microscopio de barrido laser confocal Olympus FV10i/Fluoview.
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4. Analisis de datos

4.1 Analisis estadistico

El software GEPIA evalua las diferencias en la expresion génica utilizando el método de andlisis
de varianza de una via (one-way ANOVA). Para el andlisis de correlacion, emplea los métodos
de Pearson, Spearman y Kendall. Por otro lado, la base de datos UALCAN utiliza la prueba t de
Student para evaluar las diferencias en la abundancia proteica. En el caso de GENT2, se utilizan
tanto la prueba t de Student como ANOVA para evaluar la supervivencia de los pacientes. Los

resultados se consideraron significativos cuando p < 0.05 (*), p <0.01 (**) y p <0.001 (***).

4.2 Densitometria del microarreglo de proteinas

Los resultados se semi-cuantificaron utilizando el software ImagelJ (https://imagej.net/ij/), los
valores cuantificados se normalizaron con respecto a los spots de referencia del microarreglo,
para posteriormente normalizar los resultados anteriores con respecto a los arreglos control, los

cuales son los valores sin estimulo de IFN-y.

Los datos normalizados del microarreglo se graficaron utilizando Microsoft Excel, el cual es
una herramienta efectiva para obtener informacién a partir de grandes cantidades de datos.
Posteriormente se elabor6 un mapa de calor utilizando el software Heatmapper
(http://heatmapper.ca/expression/), el cual es una plataforma que permite visualizar los datos en
forma de mapas de calor a través de una interfaz grafica.Los diagramas de Venn se elaboraron

con el software Venny (https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/).

4.3 Imagenes de inmunofluorescencia
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Las imagenes de inmunofluorescencia fueron analizadas utilizando el software Imaged, que
permite interactuar con la intensidad de fluorescencia y la distribucion de las sefiales

fluorescentes.

4.4 Analisis bibliografico de la actividad de las proteasas seleccionadas

Las proteasas que resultaron con cambio en los analisis de datos, se les investigd su actividad
en la base de datos PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/). Los articulos seleccionados
proporcionaron informacion relevante sobre la actividad de las proteasas y los efectos bioldgicos
relacionados. Se realiz6 un analisis exhaustivo de los datos para identificar tendencias, patrones

para comprender su papel en glioblastoma y su relacion con la modulacién del IFN-y.
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IX. Resultados

1. La participacion de las proteasas en cancer y en glioblastoma
1.1 Las proteasas involucradas en cancer

Las proteasas tienen participacion en diversos tipos de tumores, principalmente 35 proteasas se
han asociado con el contexto de cancer. Se puede ver de manera particular a cada una de las
proteasas en la tabla 2, donde se muestra el nombre del gen, de la proteasa, el numero de

identificacion del gen y la referencia.

Tabla 2. Las proteasas presentes en cancer.

Involucrada en

Gen Nombre de la Proteasa GenID cancer Referencias
ADAMS ADAMS 101 Si Mierke, 2023
ADAMY ADAM9 8754 Si Chou et al, 2020

ADAMTS1 ADAMTSI 9510 Si Redondo et al, 2020

ADAMTS13 ADAMTSI13 11093 Si Colonne et al, 2022
CTS4 Catepsina A 5476 Si Luo et al, 2022
CTSB Catepsina B 1508 Si Vasiljeva et al, 2006
CTSC Catepsina C/DPPI 1075 Si Xiao et al, 2021
CTSD Catepsina D 1509 Si Zhang et al, 2018
CTSE Catepsina E 1510 Si Chou et al, 2021
CTSLI Catepsina L 1514 Si Wang et al, 2021
CTSS Catepsina S 1520 Si Bararia et al, 2020
CTSL2 Catepsina V 1515 Si Xia et al, 2022
CTSZ Catepsina X/Z/P 1522 Si Wang et al, 2011
DPP4 DPPIV/CD26 1803 Si Zuo et al, 2023
KLK3 Calicreina 3/PSA 354 Si Penney et al, 2011
KLKS5 Calicreina 5 25818 Si Chang et al, 2020
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KLK6 Calicreina 6 5653 Si Hwang et al, 2022
KLK7 Calicreina 7 5650 Si Geng et al, 2020
KLKI0 Calicreina 10 5655 Si Hu et al, 2015
KILKI11 Calicreina 11 11012 Si Zhao et al, 2021
KLKI3 Calicreina 13 26085 Si Tokas et al, 2017
MMPI MMP-1 4312 Si Zhang et al, 2022
MMP?2 MMP-2 4313 Si Muniz et al, 2021
MMP3 MMP-3 4314 Si Mehner et al, 2015
MMP7 MMP-7 4316 Si Meng et al, 2022
MMPS MMP-8 4317 Si Juurikka et al, 2019
MMP9 MMP-9 4318 Si Huang, 2018
MMPI10 MMP-10 4319 Si Zhang et al, 2014
MMPI2 MMP-12 4321 Si He et al, 2018
MMP13 MMP-13 4322 Si Li et al, 2022
MME Neprilisina/CD10 4311 Si Mishra et al, 2016
PSEN1 presenilina-1 5663 Si Gamez et al, 2023
PCSK9 Proproteina convertasa 9 255738 Si Quagliariello et al, 2023
PRTN3 Proteinasa 3 5657 Si Hu et al, 2019
PLAU uPA/uroquinasa 5328 Si Chen et al, 2021

1.2 Las proteasas involucradas en glioblastoma

Posteriormente se realiz6 una investigacion en la literatura sobre las proteasas que se han
identificado en el glioblastoma. De las 35 proteasas, se han vinculado 28 genes que codifican
proteasas: ADAMS, ADAMY9, ADAMTSI, ADAMTSI3, CTSA, CTSB, CTSC, CTSD, CTSL,
CTSS, CTSZ, DPP4, KLK3, KLKS5, KLK6, KLK7, KLKI13, MMP1, MMP2, MMP3, MMP?7,
MMPS, MMP9, MMP10, MMP12, MMP13, PSENI, PLAU. Las proteasas que no han sido
identificadas en el glioblastoma son CTSE, CTSV, KLK10, KLK11, MME, PCSK9, PRTN3.
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Se puede ver en la tabla 3 de manera particular a cada una de las proteasas que se han

identificado y las que no se ha reportado en el glioblastoma.

Tabla 3. Las proteasas identificadas y no identificadas en glioblastoma.

Proteasa Gen Gene ID En glioblastoma Referencias
ADAMS ADAMS 101 Si Liet al, 2020
ADAM9 ADAMY 8754 Si Geng et al, 2020
ADAMTSI ADAMTS] 9510 Si Serrano et al, 2020
ADAMTSI3 ADAMTS13 11093 Si Lee et al, 2013
Catepsina A CTSA 5476 Si Zhang et al, 2022
Catepsina B CTSB 1508 Si Ma et al, 2022
Catepsina C/DPPI CTSC 1075 Si Cheng et al, 2022
Catepsina D CTSD 1509 Si Zheng et al, 2020
Catepsina E CTSE 1510 No No
Catepsina L CTSLI 1514 Si Dong et al, 2022
Catepsina S CTSS 1520 Si Fei et al, 2020
Catepsina V CTSL2 1515 No No
Catepsina X/Z/P CTSZ 1522 Si Majc et al, 2022
DPPIV/CD26 DPP4 1803 Si Matrasova et al, 2017
Calicreina 3/PSA KLK3 354 Si Chang et al, 2020
Calicreina 5 KLKS5 25818 Si Rabé et al, 2022
Calicreina 6 KLK6 5653 Si Drucker et al, 2013
Calicreina 7 KLK7 5650 Si Drucker et al, 2015
Calicreina 10 KLKI0 5655 No No
Calicreina 11 KLKI11 11012 No No
Calicreina 13 KLKI3 26085 Si Girgis et al, 2012
MMP-1 MMPI1 4312 Si Pullen et al, 2012
MMP-2 MMP2 4313 Si Sinceviciite et al, 2018
MMP-3 MMP3 4314 Si Yuetal, 2021
MMP-7 MMP7 4316 Si Hagemann et al, 2012
MMP-8 MMPS 4317 Si Hagemann et al, 2012
MMP-9 MMP9 4318 Si Jiguet et al, 2022
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MMP-10 MMP10 4319 Si Girgis et al, 2012
MMP-12 MMPI2 4321 Si Hagemann et al, 2012
MMP-13 MMPI13 4322 Si Inoue et al, 2010
Neprilisina/CD10 MME 4311 No No
presenilina-1 PSENI 5663 Si Yang et al, 2021
Proproteina convertasa 9 PCSK9 255738 No No
Proteinasa 3 PRTN3 5657 No No
uPA/uroquinasa PLAU 5328 Si Raghu et al, 2011

Mediante una btisqueda bibliografica se obtuvo que las proteasas mas representativas en cancer

son 35, y en el contexto de glioblastoma son 28 (figura 20).

Figura 20. Proteasas asociadas al cancer y reportadas en el glioblastoma. La grafica de Euler muestra el nimero

de proteasas vinculadas con el cancer, que son 35, y las proteasas que se han identificado con el glioblastoma, que
son 28.
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2. Analisis de las proteasas en muestras de pacientes con
glioblastoma

2.1 Analisis de la expresion génica de las proteasas en glioblastoma con

respecto al tejido normal

A las proteasas se les analizo en muestras de pacientes su expresion génica en glioblastoma con

respecto al tejido sano, para determinar si existe un cambio cualitativo. Los resultados se

presentan en mapas de calor, usando el software GEPIA. En la figura 21 se puede ver

graficamente siete mapas de calor que analizan a las 35 proteasas presentes en cancer.
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Figura 21. Variaciones en la expresion de las proteasas en tejido de gliobalsoma (GEPIA). El mapa de calor
contempla 35 proteasas de las cuales se puede notar un cambio en 17 proteasas. Estan resaltadas las proteasas que
tienen un posible cambio en cuadros rojos.
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Las proteasas que tienen un cambio visual son las siguientes: PRTN3, PLAU, MMP9, ADAM?9,
ADAMS, ADAMTS13, KLKS5, KLK7, KLK10, KLK11, MMP1, MMP2, MMP7, CTSC, CTSL,

CTSS, CTSZ.

La validacion cruzada de las 35 proteasas se realizd6 mediante un mapa de calor hecho en

UALCAN. En la figura 22 se muestra un mapa de calor donde se puede visualizar que hay

cambios en la expresion génica de las proteasas entre el glioblastoma y el tejido sano.
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Figura 22. Variaciones en la expresion de las proteasas en tejido de gliobalsoma (UALCAN). El mapa de calor
contempla 35 proteasas de las cuales se puede notar un cambio en 12 proteasas. Las flechas rojas indican las
proteasas que tienen un cambio notable en su expresion.
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Las proteasas que presentan un cambio en su expresion al comparar el tejido sano con el de
glioblastoma son las siguientes: ADAMY, CTSC, CTSL, CTSS, CTSZ, DDP4, KLK7, MMP?2,
MMP7, MMP9, PSENI, PLAU.

Los mapas de calor nos ayudaron a poder ver de manera cualitativa los cambios que hay entre
el tejido sano y en glioblastoma, lo que indica que el glioblastoma podria tener desreguladas a

una variedad de proteasas.

Adicionalmente, se realiz6 un andlisis de la expresion transcripcional de cada una de las 35
proteasas comparando muestras de pacientes con tejido sano y con glioblastoma. El software
GEPIA fue el que se utiliz6 para este andlisis, ya que tiene un niimero de muestras en tejido
sano mayor en comparacion con UALCAN. En la figura 23 se puede observar a cada una de las

35 proteasas representadas en graficas de boxplot.
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Figura 23. La expresion de 35 proteasas comparando el tejido sano contra el glioblastoma. Las graficas de
boxplot indican que hay 16 proteasas que tienen un cambio significativo y 19 que no tienen cambio estadisticamente
confiable. Las graficas que tienen color rojo representan la condicion de tumor y las que tienen color gris
representan la condicion normal. Las graficas encerradas en cuadros rojos representan las que tienen estadistica
significativa. Los resultados se consideraron significativos cuando p < 0.05 (*). Se utilizé unifactorial (one-way
ANOVA) para el andlisis estadistico.
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Los resultados indican que de 35 proteasas hay 16 que tienen un cambio significativo, las cuales
son: CTSB, MMP9, MMP2, CTSD, CTSS, ADAMY, CTSC, CTSL, CTSZ, PSENI, PLAU, MMP?7,
KLK5, KLK7, ADAMTS13, PRTN3.

Las proteasas sobreexpresadas en tejido de glioblastoma con respecto al tejido sano son C7SB,
MMP9, MMP2, CTSD, CTSS, ADAMY, CTSC, CTSL, CTSZ, PSENI, PLAU, MMP?7, mientras
que KLKS5, KLK7, ADAMTS13, PRTN3 estan a la baja en glioblastoma con respecto al tejido
sano. En la figura 24 se puede observar una grafica de pastel de la de las 16 proteasas

desreguladas.
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MMP9
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m Proteasas f - Proteasas*

Figura 24. Proteasas que modifican su expresion en glioblastoma. Las proteasas sobreexpresadas en tejido de
glioblastoma con respecto al tejido sano son 12, CTSB, MMP9, MMP2, CTSD, CTSS, ADAM9, CTSC, CTSL,
CTSZ, PSEN1, PLAU, MMP7, mientras que 4 proteasas estan a la baja, KLKS5, KLK7, ADAMTS13, PRTN3.
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2.2 Analisis de abundancia proteica de las proteasas en tejido sano con respecto

al tejido de glioblastoma

A las proteasas que tuvieron cambio significativo en su expresion entre tejido sano con respecto
al tejido de glioblastoma se seleccionaron para el andlisis de abundancia proteica en

glioblastoma con respecto al tejido normal, utilizando el software UALCAN.

Sin embargo, la base de datos UALCAN no cuenta con registro de las proteasas KLK5, KLK7,
ADAMTSI13, por lo que se desconoce su abundancia proteica en glioblastoma con respecto al
tejido sano. En la figura 25 se puede ver de manera individual el cambio de la abundancia

proteica de 13 proteasas representadas en graficas de boxplot.
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Figura 25. Abundancia proteica de las proteasas en tejido de glioblastoma con respecto al tejido sano. Se
representan los resultados en graficas de boxplot de 13 proteasas, las 3 restantes no cuentan con registro en el
software de UALCAN. Los resultados se consideraron significativos cuando p < 0.05 (*), p <0.01 (**), p <0.001
(***). Se utiliz6 Prueba T para el analisis estadistico.

Los resultados indican que, de 16 proteasas analizadas, 12 tienen un cambio significativo,

CTSB, CTSZ, PLAU, CTSC, CTSS, ADAM9, MMP2, MMP7, MMP9, PSEN1, CTSL, CTSD.
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La figura 26 muestra una grafica de pastel el andlisis de la abundancia proteica en tejido sano

con respecto al glioblastoma.
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Figura 26. Proteasas que modifican su abundancia en glioblastoma. Las proteasas incrementadas en tejido de
glioblastoma con respecto al tejido sano son 11, CTSB, CTSZ, PLAU, CTSC, CTSS, ADAM9, MMP2, MMP7,
MMP9, PSEN1, CTSL, mientras que la CTSD esta disminuida, la proteasa PRTN3 no tiene cambio significativo
y las proteasas ADAMTS13, KLK5 y KLK7 no cuentan con registro en la base de datos UALCAN.

73

Ciencias Genomicas



TESIS

Se realiz6 un andlisis bioinformatico de la expresion génica y abundancia proteica de proteasas
utilizando muestras obtenidas tanto de pacientes diagnosticados con glioblastoma como de
individuos con tejido cerebral sano como control. Se inici6 el estudio con un conjunto de 35
proteasas previamente identificadas como relevantes en el contexto del cancer. De este conjunto,
se observod que la expresion génica de 16 proteasas mostraba una significativa desregulacion en
comparacion con el tejido sano. Ademas, se identifico que, de estas 16 proteasas con expresion
génica alterada, 11 presentaban correlaciones con cambios en la abundancia proteica. En la
figura 27 se puede ver graficamente el resultado la expresion génica y la abundancia de las

proteasas en glioblastoma con respecto al tejido sano.
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Figura 27. Firma de proteasas presentes en glioblastoma. La grafica de Euler muestra las proteasas que tienen
cambio significativo en la expresion génica, las cuales son 16 y las proteasas que tienen una confiabilidad
estadistica en la abundancia proteica que son 12.
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2.3 Analisis de la supervivencia en pacientes con glioblastoma sobre la

abundancia de las proteasas

Se realiz6 un andlisis de supervivencia dirigido a cada una de las proteasas que tuvieron cambio

significativo en la expresion génica. En la figura 28 se muestran de manera individual las

graficas de supervivencia de las 16 proteasas en pacientes con glioblastoma.
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PRTN3 MMP9 PLAU MMP2
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Figura 28. Supervivencia de pacientes con glioblastoma que tienen altos y bajos niveles de las proteasas.
Curva de Kaplan Meier de los pacientes que tienen alta y baja abundancia de las 16 proteasas, las curvas que estan
encerradas en cuadros rojos representan las curvas de supervivencia que tienen estadistica significativa. Se utilizd
Prueba T para el andlisis estadistico.

Se identifico que, de las 16 proteasas analizadas, 10 presentan significancia estadistica para la
supervivencia, las cuales son ADAM9, CTSZ, CTSB, MMP7, CTSC, CTSL, MMP9, PLAU,
KLKS5, PSENI (figura 29).

PLAU

ADAMY
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Figura 29. Supervivencia de los pacientes con glioblastoma en base al nivel de expresion de las proteasas. 10
tienen un cambio significativo en la supervivencia, las cuales son ADAM9, CTSZ, CTSB, MMP7, CTSC, CTSL,
MMP9, PLAU, KLKS5, PSENI. Las proteinas sin cambio significativo son CTSD, CTSS, KLKS5, KLK7,
ADAMTSI13, MMP2, PRNT4.
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3. Las proteasas y su potencial regulacion por la via del IFN-y

3.1 Correlacion de los elementos de la via del IFN-y con las proteasas

seleccionadas

Se analizo6 la correlacion de los elementos de la via del IFN-y, los cuales son: STAT1, IFNGRI1,
IFNGR2, JAK1 y JAK2, con las 16 proteasas que tuvieron un cambio estadistico significativo.

En la figura 30 se muestran las gréaficas de dispersion de cada elemento con cada proteasa.
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Figura 30. Correlacién de los elementos de la via de sefializacion del IFN-y con las proteasas. Las graficas de
dispersion representan en el eje x a la abundancia de proteina y en el eje y la expresion del elemento de la via de
sefializacion de la via del IFN-y, son 16 proteasas y son 5 elementos de la via de sefializacion. En cuadros rojos se
marcan las graficas que tienen un coeficiente de correlacion de Pearson mayor a 0.40. Se utiliz6 ANOVA
unifactorial (one-way ANOVA) para el analisis estadistico.

Las proteasas junto con los elementos de la via del IFN-y que mostraron un coeficiente de

correlacion de Pearson superior a 0.40 fueron considerados con una alta correlacion y los que

tuvieron menos de 0.40 se presentan con baja correlacion, como se detalla en la tabla 4.

Ciencias Genomicas

79



TESIS

Tabla 4. Correlacion entre los elementos de la via del [FN-y y las proteasas.

Elementos de la via de seializacién del IFN-y

Proteasa Valores R

Nombre STATI1 IFNGR1 IFNGR2 JAK1 JAK2
MMP7* -0.15 0.17 0.22 -0.15 -0.0.57
CTSCH -0.062 0.37 0.59 -0.058 0.24
CTSL” -0.1 0.43 0.45 -0.041 0.19
KLK5* -0.054 0.049 -0.08 0.13 0.025
KLK7* -0.095 0.065 -0.077 0.032 0.00014
PRTN3* -0.12 -0.19 -0.0019 -0.01 -0.033
MMP9* -0.039 - 0.00036 0.18 0.1 0.09
PLAU” -0.031 0.45 0.41 -0.011 0.19

ADAMO* 0.079 0.082 0.48 0.22 0.2

ADAMTS13* -0.02 -0.24 -0.13 0.036 0.23

CTSB” -0.1 0.38 0.53 - 0.0066 0.16
CTSD* 0.049 0.27 0.33 0.043 0.26
CTSS» 0.12 0.59 0.42 0.068 0.42
CTSZ» -0.31 0.33 0.50 0.039 0.31
MMP2* 0.075 -0.11 0.16 0. 022 0.03
PSENT* 0.23 0.13 0.16 0.32 0.32

* Proteasas que tienen correlacion menor a 0.40 con los elementos de la via del [FN-y.
~ Proteasas que tienen correlacion mayor a 0.40 con los elementos de la via del IFN-y.

Las proteasas con una correlaciéon mayor a 0.40 son CTSC, CTSL, CTSB, CTSS, CTSZ, PLAU,
ADAMS9, mientras que las MMP2, ADAMTSI13, MMP9, PRTN3, KLK7, KLK5, MMP7

representan a las proteasas que tienen correlacion menor a 0.40.

3.2 Prediccion de la regulacion de la expresion de las proteasas por la

sefializacion del IFN-y

Se hizo un analisis de prediccion sobre la regulacion de la expresion de las 35 proteasas por la

via de senalizacion del IFN-y. En la figura 31 se puede ver a las regiones promotoras de las

80

Ciencias Genomicas



TESIS

proteasas y en cuadros de colores se representan los factores de transcripcion que se pueden unir

a la secuencia consenso para modular su expresion génica.
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Figura 31. Prediccion de la regulacion de la expresién de las proteasas por la sefializacién del IFN-y. La
imagen predice los sitios en los cuales se puede unir factores de transcripcion en las regiones promotoras de las
proteasas. En el apartado inferior se puede ver representado con colores los diferentes factores de transcripcion que
estan involucrados a la via del IFN-y. Las flechas sefialan las proteasas que presentan un cambio significativo en
su expresion génica en glioblastoma respecto al tejido normal.

Los resultados indican que de las 16 proteasas 13 poseen una prediccion, las cuales son MMP?7,
CTSC, CTSL, PRTN3, MMPY, PLAU, ADAMY, CTSB, CTSD, CTSS, CTSZ, MMP2, PSENI. Las
proteasas que tienen como factor de transcripcion a STAT-1, el FT de la via candnica del IFN-
v, son 8 de las cuales son: CTSL, MMP9, ADAMY, CTSB, CTSS, CTSZ, MMP2, PSEN. Mientras
que las otras 5 proteasas son: MMP7, CTSC, PRTN3, PLAU y CTSD, no tienen entre sus

posibles factores de transcripcion a STAT-1. Se representa su resultado de la prediccion en la
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tabla 5, destacando los factores de transcripcion que estdn involucrados en su regulacion

transcripcional modulada por el IFN-y.

Tabla 5. Prediccion de la regulacion de la expresion de las proteasas por la sefializacion del IFN-y.

Nombre Regulacion por la via del IFN-y
Proteasa Factores de transcripcion
MMP7# STAT, IRF
CTScH IRF8, IRF1, NF1, NFKAPPAB65, NFKB, STAT3
CTSL™ STAT1, IRFS, ICSBP, NFKAPPABS50, SIRT6
KLK5* No
KLK7* No
PRTN3” NF1
MMPIOM STAT1, NFKAPPABS50, NFKAPPAB, NFKB, IRF8
PLAU” NFKAPPABS50, NFKB, NFKAPPAB, STAT3,
ADAMOM STATI1, STAT3, NF1
ADAMTSI13* No
CTSB™ STATI, IRFS8
CTSD” STAT3
CTSS™ STATI, IRFS, IRF1, IRF
CTSZM STAT]1, IRF8, NFAPPAB50, NF1, NFKB
MMP2/4 STATI, IRF1, STAT3
PSEN1™M STAT1, IRF7, STAT, NF1, NFKAPPABS50

* Proteasas que no cuentan con una regulacion de su expresion por la via del IFN-y.
~ Proteasas que poseen regulacion de su expresion por la via del IFN-y.
" Proteasas que cuentan con STAT-1.
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El resimen de los resultados anteriormente mencionados se muestran en la figura 32, donde se
presenta un diagrama de Venn de los resultados de las proteasas que tienen una supervivencia
significativa en pacientes con glioblastoma sobre la abundancia proteica, de las proteasas que
tienen un coeficiente de correlacion de Pearson mayor a 0.40 con respecto a los elementos de la
via del IFN-y, de las proteasas con cambio significativo en la abundancia proteica en
glioblastoma con respecto al tejido sano y de las proteasas que cuentan con una prediccion de

regulacion por medio de la via del IFN-y.

A B

Figura 32. Analisis de las proteasas en muestras de pacientes con glioblastoma. Los resultados incluyen A)
Supervivencia en pacientes con glioblastoma con cambio significativo sobre los niveles de expresion génica de las
proteasas. B) Prediccion de sitios de las proteasas que pueden ser regulados por medio de la via del IFN-y. C)
Proteasas que tienen un coeficiente de correlacion de Pearson mayor a 0.40 con respecto a los elementos de la via
del IFN-y. D) Proteasas con cambio significativo en la abundancia proteica en glioblastoma con respecto al tejido
sano.
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4. Analisis de las proteasas en la linea celular de glioblastoma.

4.1 Efecto del tratamiento con IFN-y sobre la migracion en células de

glioblastoma.

Previamente, nuestro grupo reportd que el estimulo con IFN-y induce la migracion de las células
derivadas de glioblastoma LN-18, sugiriendo que la sefializaciéon del IFN-y tiene una accion
pro-tumorigénica en el contexto del glioblastoma (Zamora et al, 2024). En este proyecto, se
decidi6 analizar el efecto del IFN-y sobre la capacidad de migracion de las células derivadas de
glioblastoma A-172. Para ello se realizé un ensayo de cierre de herida como se puede observar

en la figura 33.

Oh 24 h 48 h

Control

.
&

A-172

IFN-y

.

Figura 33. El IFN-y incrementa la migracion de las células A-172 derivadas del glioblastoma. La prueba de
cierre de herida fue realizada con la linea celular A-172 con y sin estimuladas con y sin IFN-y, se tomaron
fotografias a las 0, 24 y 48 horas posterior a la adicion del IFN-y.

El resultado del experimento mostr6 un cierre de herida significativamente mayor cuando las
células fueron estimuladas con IFN-y, en comparacion con las células control. Estos hallazgos

indican que el IFN-y también promueve la migracion de las células A172.
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4.2 Analisis de la modulacion de la expresion de las proteasas por la via del

IFN-y en la linea celular de glioblastoma

Un grupo de proteinas que se han asociado a la migracion celular en cancer son las proteasas.
Por tal motivo, se decidid analizar si el IFN-y podria modular los niveles de proteasas asociadas
al céncer. Para ello, se utilizd un microarreglo de proteinas que detecta la presencia de 35
proteasas asociadas al cancer para investigar la regulacion de la expresion de proteasas por la
via del IFN-y. Estas 35 proteasas corresponden a las previamente analizadas en muestras de
pacientes con glioblastoma. Para este ensayo, se utilizaron las condiciones de estimulacion con
IFN-y en una concentracion de 100 ng/mL durante 24 horas y sin estimulaciéon como control.
Se emplearon extractos totales y medio extracelular de proteinas de la linea celular A-172 de

glioblastoma, para la identificacion de proteasas moduladas por IFN-y.

Proteinas extracelulares.

En la figura 34A se visualizan los microarreglos que detectaron a las proteinas extracelulares de
la linea celular A-172 derivada de glioblastoma entre las condiciones con estimulo de IFN-y y
control. Las proteasas que presentan cambios son las siguientes, CTSL, KLK 10, incrementa su
abundancia proteica, mientras que MMP3, PRTN3 su abundancia disminuye con el estimulo de

IFN-y.

Proteinas del extracto total.

En la figura 34B se visualizan a los microarreglos que detectaron a las proteinas del extracto
total de la linea celular A-172 derivada de glioblastoma entre las condiciones con estimulo de
IFN-y y control. Las proteasas que presentan un cambio son las siguientes, CTSL, KLKI10,
KLK3, ADAMTSI13 incrementa su abundancia proteica, mientras que MMP3, MMP7, KLK7,
CTSV, PCSK9 su abundancia disminuye con el estimulo de I[FN-y.
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Figura 34. El IFN-y modula la abundancia de las proteasas en la linea celular A-172 derivada de
glioblastoma. Microarreglos de proteinas (proteasas). A) Microarreglos de proteinas del medio extracelular. B)
Microarreglos de proteinas intracelulares. En dos condiciones diferentes, control en la parte superior, con estimulo
de IFN-y en la parte inferior. La deteccion de cada proteasa se realiza por duplicado. Los resultados que presentan

un cambio estan marcados en recuadros de colores, junto con el nombre de la proteasa en el apartado inferior.
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Con los resultados de los microarreglos se efectué un andlisis semicuantitativo del nivel de
abundancia proteica mediante densitometria, y se normalizd con respecto a los Spots de
Referencia del microarreglo. Posteriormente, los resultados se representaron en mapas de calor.
En la figura 35A se puede ver de manera grafica los resultados del medio extracelular y en la

figura 35B los resultados del extracto total, expresados en mapas de calor.
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Figura 35. Variacion en la abundancia de las proteasas con y sin estimulo de IFN-y en la linea celular A-172
derivada de glioblastoma. Los resultados del microarreglo de proteinas se normalizaron con respecto a los Spots
de Referencia y se representan en mapas de calor. A) Mapa de calor del medio extracelular. B) Mapa de calor del
extracto total de proteinas. Los resultados con un cambio aparente estan marcados con flechas negras.

El mapa de calor extracelular indica que CTSL, KLK10, PRTN3 tienen un cambio entre la
condicién control y el estimulo de IFN-y. En el caso de las proteinas intracelulares presentan

cambios CTSL, KLK10, KLK3, ADAMTS13, MMP3, MMP7, KLK7, CTSV y PCSKO.

Los resultados de la densitometria de los microarreglos estimulados con IFN-y posteriormente
se normalizaron con respecto a los microarreglos control, con dichos resultados se representan

en graficas de barras en la figura 36.
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Figura 36. El IFN-y modula la abundancia de las proteasas en glioblastoma. Los resultados de los

Proteasas
microarreglos de proteinas estimulados con IFN-y se normalizaron con respecto a los microarreglos control y se
graficaron los resultados. A) Grafica de barras del medio extracelular. B) Grafica de barras de las proteinas
intracelulares. Las proteasas que presentan cambio estan marcado su nombre en cuadros rojos.
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Los resultados de la normalizacion indican que en el medio extracelular el IFN-y incrementd un
60% la abundancia proteica de CTSL, mientras que KLK10 incrementd un 40%, MMP3 y
PRTN3 se redujo en un 40%, lo anterior con respecto al control. Por otro lado, los resultados
indican que, en el medio extracelular, el IFN-y incrementé un 60% CTSL, KLK10 un 80%,
KLK3 un 100% y ADAMTS13 un 50%, mientras que MMP3 se redujo un 40%, MMP7 un 50%,
KLK7 un 35%, CTSV un 70% y PCSK9 un 60%, lo anterior con respecto al control.

Los resultados del microarreglo indican que hay 10 proteasas que son moduladas por IFN-y, de
las cuales 4 estan presentes en el medio extracelular y 9 en el extracto total de proteinas. En la
figura 37 se puede ver un diagrama de Venn de los resultados anteriormente mencionados.

88

Ciencias Genomicas



TESIS

Figura 37. Proteasas moduladas por IFN-y en linea celular derivada de glioblastoma. A) Proteasas
intracelulares. B) Proteasas extracelulares. La figura muestra que 3 de las proteasas estan presentes en el medio
intracelular y extracelular, 1 solamente en el medio extracelular y 6 solo presentes en los extractos totales.

Las proteasas moduladas por IFN-y que estan presentes en el medio intracelular y extracelular
son 3, CTSL, KLK10, MMP3, mientras que las que no estan presentes en los extractos totales
solo es una, la cual es PRTN3, en los extractos totales estan presentes 6, KLK3, MMP7, KLK7,
CTSV, ADAMTSI13, PCSKO.

4.4 Actividad reportada de las proteasas identificadas por ser moduladas

por IFN-y en c¢lulas de glioblastoma A-172
Las proteasas que tuvieron cambios en los analisis de datos se les investigo su actividad, ademas

de algunas caracteristicas. En la tabla 6, abordando puntos clave sobre su funcion fisioldgica,

su participacion en cancer y su actividad molecular.
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Tabla 6. Actividad de las proteasas moduladas por el IFN-y.

Proteasa

Actividad

CTSL

KLK10

MMP3

KLK3

MMP7

KLK7

CTSV

ADAMTSI3

PCSK9

PRTN3

En glioblastoma se identificé que la proteasa CTSL induce la proliferacion y
al inhibirla aumento significativamente la apoptosis de las células U251

(Dong et al, 2022).

En glioblastoma se desconoce su actividad, sin embargo, en cancer de mama y de
prostata actla como supresor tumoral, pero en cancer de ovario, pancreatico y oral

actua promoviendo el cancer (Michael et al, 2005; Li et al, 2015).

Integrante de la subfamilia de estromelisinas, contribuye a la degradacion de
diversas proteinas de la matriz extracelular (ECM). En céancer, facilita la invasion

celular y la transicion epitelio-mesénquima (Polz et al, 2024).

Conocida como PSA, se utiliza como biomarcador en cancer de prostata. Ademas,
promueve la proliferacion de células osteoprogenitoras y la diferenciacion de

osteoblastos (Lovell et al, 2021).

Implicada en la degradacion de proteinas de la ECM vy la regulacion de factores de
crecimiento, participando asi en la angiogénesis, crecimiento tumoral, apoptosis,

invasion y metastasis (Keles et al, 2014).

Participa en la degradacion de componentes de la piel y esta desregulada en varios
tipos de cancer, incluyendo mama, ovario, pancreas, melanoma y cuello uterino
(Ovaere et al, 2009; Talieri et al, 2004; Dong et al, 2003; Johnson et al, 2007,
Rezze et al, 2011; Santin et al, 2004).

Cisteina proteasa lisosomal sobreexpresada en varios tipos de tumores, propuesta

como biomarcador y asociada a la metastasis (Song et al, 2021).

Reduccion de las actividades de coagulacion del factor von Willebrand, lo que

sugiere un papel clave en la coagulacion sanguinea (Matsumoto et al, 2021).

Modula el metabolismo del colesterol uniéndose al receptor de LDL, y se ha
relacionado con la expresion de proteinas de histocompatibilidad en células

tumorales (Mahboobnia et al, 2021; Liu et al, 2020).

Enzima serina proteasa secretada por células del linaje mieloide. Implicada en
procesos inflamatorios y posiblemente en cancer, donde puede participar en la

activacion de metaloproteinasas de matriz (Hu et al, 2019; Furuya et al, 2024).
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4.5 Interactoma de las proteasas moduladas por IFN-y

Las proteasas pueden estar involucradas en redes proteoliticas. Por ello, se investigd el
interactoma de aquellas proteasas que mostraron cambios tras la estimulacion con IFN-y, junto
con los elementos de la via del IFN-y. En la figura 38 se muestra el interactoma de las 10

proteasas moduladas por IFN-y en las células derivadas de glioblastoma A-172.

MMP7

PRTN3

e

KLK10

&

Figura 38. Interactoma de las proteasas moduladas por IFN-y. La figura ilustra que 6 proteasas interactian,
mientras que 4 no presentan interaccion entre si. También se muestran interacciones con otras proteinas, como los
elementos de la via del IFN-y y el farmaco bicalutamida.

El andlisis del interactoma revelo que la proteasa KLK3 interactiia con el receptor de androgenos
(AR, por sus siglas en inglés). Ademas, tanto KLLK3 como el receptor de androgenos interactiian
con el bicalutamida, un farmaco utilizado para tratar el cancer de prostata. Por otro lado, la
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PCSKD interactia con el receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDLR). El Factor de von
Willebrand (VWF) interactia con ADAMTS13. La SPP1, también conocida como
osteopontina, interactia con MMP7 y MMP3, asi como con TIMPI, el cual es un inhibidor de
las metalopeptidasas. Finalmente, la CTSL interactiia con la cadena gamma del antigeno de

histocompatibilidad HLA clase II.

5. Estudio de la proteasa CTSL

5.1 La expresion génica, la abundancia proteica y la supervivencia de CTSL en

muestras de pacientes

Como resultado de los andlisis realizados, la CTSL se ha evidenciado como una proteasa central
en la progresion del glioblastoma, considerando que sus altos niveles de expresion y abundancia
en muestras de glioblastoma en comparacion con el tejido de cerebro saludable. Ademas, altos
niveles de expresion de CTSL se asocian con una menor supervivencia en comparacion con

aquellos pacientes que tienen bajos niveles de expresion de CTSL como se puede ver en la figura
39.
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Figura 39. Los resultados de la CTSL en muestras de pacientes con glioblastoma. A) La CTSL esta desregulada
su expresion en glioblastoma con respecto al tejido sano. B) La CTSL esta desregulada su abundancia proteica en
glioblastoma con respecto al tejido sano. C) La CTSL al estar en altos niveles en pacientes con glioblastoma
promueve una peor supervivencia. Los resultados se consideraron significativos cuando p < 0.05 (*), p <0.01 (**),
p <0.001 (***).
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Ademas, dado que la CTSL fue una de las proteasas que resultd ser modulada por IFN-y se
decidi6o estudiarla de manera particular. Para ello, se investigd su localizacion subcelular

mediante una prediccion bioinformatica y se corrobord mediante inmunofluorescencia.

5.2 Prediccion de la localizacion subcelular de CTSL

A la CTSL se le investigd su localizacion subcelular en PSORT. En la figura 40 se puede ver de

manera grafica la probabilidad de localizacion subcelular de la proteasa.

Vacuola
9%

Mitocondria
26%

Ntcleo
9%

Reticulo
endoplasmatico
13%

Extracelular Citoplasma
17% 26%

m Mitocondria mCitoplasma M Extracelular mReticulo endoplasmatico mNucleo mVacuola

Figura 40. Prediccion de la localizacion subcelular de la CTSL. El analisis bioinformatico de la localizacion
subcelular nos demuestra que la CTSL puede encontrarse mayormente en el citoplasma y la mitocondria, mientras
que el nucleo, las vacuolas tiene la probabilidad la CTSL mas baja de encontrarse.

Los resultados de la prediccion de localizacion subcelular indican que la CTSL puede estar en
un 26% en mitocondria, 26% en citoplasma, 17% en el espacio extracelular, 13% en reticulo

endoplasmatico, 9% en nucleo y 9% en vacuolas.
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5.3 La distribucion subcelular de CTSL en células de glioblastoma.
La localizacion subcelular de la CTSL se determind experimentalmente mediante

inmunofluorescencia. En la figura 41 se muestra el resultado de una inmunofluorescencia

dirigida para la deteccion de CTSL.

/

Empalme

A-172
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-

Figura 41. Localizacién de CTSL en linea celular A-172 de glioblastoma. La proteasa CTSL se observa en
color rojo y se localiza mayormente en el citoplasma. Para la inmunofluorescencia se utilizé anti-CTSL y el
anticuerpo secundario Alexa Fluor 647, para la tincion nuclear se utiliz6 Hoechst que se puede ver en azil.
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Los resultados de la inmunofluorescencia dirigida a CTSL nos demuestran que esta proteina se
encuentra localizada principalmente en compartimentos extranucleares en las células A-172 de

glioblastoma, como se muestra en la figura 41.

Con base en los resultados de la prediccion de la localizacion de CTSL, se realizé un ensayo de
inmunofluorescencia utilizando un marcador especifico de mitocondria. De esta forma se evalud
la distribucion mitocondrial de CTSL, resultando en una discreta colocalizacion de la CTSL en

este compartimento, como se puede observar en la figura 42.

A-172

| Mitocondria

| Hoechst  Empalme

e

4

Figura 42. Colocalizaciéon de CTSL y marcadores mitocondriales. La proteasa CTSL se observa en color rojo
y se localiza mayormente en el citoplasma, sin embargo, se puede colocalizar en mitocondria. Inmunofluorescencia
se utilizé anti-CTSL, el anticuerpo secundario Alexa Fluor 647, para la tincion nuclear se utilizo Hoechst que se
puede ver en azul y para la mitocondria se utilizé6 MitoTracker. Se sefiala con flechas blancas su colocalizacion de
CTSL.
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Los resultados de la inmunofluorescencia dirigida a CTSL nos indica que su localizacion esta
principalmente en compartimentos extranucleares y se puede encontrar en menor medida en la

mitocondria.

5.4 Efecto de la sefializacion del IFN-y sobre la distribucion subcelular de CTSL
en ce¢lulas de glioblastoma.
Una vez que se identificd que CTSL se localiza principalmente en el citoplasma y que puede

también estar presente en la mitocondria, se analizd si el estimulo con el IFN-y podria conducir

a una mayor deteccion de la proteasa CTSL y cambios en su localizacion subcelular.

En la figura 43 se puede observar dos inmunofluorescencias en la linea celular A-172 de

glioblastoma, con y sin estimulo de IFN-y, donde se puede ver la localizacion de CTSL.
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Figura 43. Localizacion subcelular de CTSL en células de glioblastoma estimuladas con y sin IFN-y. La
inmunofluorescencia dirigida a CTSL en la linea celular A-172 con y sin estimulacion del IFN-y. A) CTSL se
puede ver en un color rojo, el nicleo con Hoechst de color azul. B) CTSL se puede ver en un color rojo, el nicleo
con Hoechst de color azul y la mitocondria se tifi6 con MitoTracker en color verde. Se sefala en flechas blancas su
colocalizacion de CTSL.

En la figura 43A, se puede observar mayor deteccion de proteina CTSL en el compartimento
citoplasmatico de las células de glioblastoma tratadas con IFN-y en comparacion con las células
control. En la figura 43B se observa que IFN-y incrementa los niveles de CTSL en el citoplasma
y en mitocondria. Ademads, el IFN-y no afecta la distribucion subcelular de CTSL. Por lo tanto,
estos muestran una asociacion entre el IFN-y y un incremento en los niveles de la proteina CTSL
en compartimentos extranucleares, incluyendo la mitocondria, sin afectar su dinamica de

distribucion subcelular.

Una vez que se identificé que CTSL aumenta su abundancia proteica con el estimulo con el
IFN-y en las células A-172, se analiz6 en las células U-373 la localizacion de CTSL y de pSTAT
con y sin estimulo de IFN-y y la presencia de CTSL. Las células U-373 son también derivadas
de glioblastoma, se estan empezando a utilizar como otro modelo de estudio en nuestro equipo
de trabajo. La presencia de pSTAT sugiere que la via de sefializacion del IFN-y se encuentra
activa en estas células después de la estimulacion con dicho interferén. En la figura 44, se puede
observar una deteccion similar de CTSL en comparacion a las anteriores inmunofluorescencias.
Por otro lado, se puede ver una mayor deteccion de pSTAT en el ntcleo de las células de

glioblastoma tratadas con IFN-y en comparacion con las células
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Figura 44. Localizacion subcelular de pSTAT y CTSL en células de glioblastoma estimuladas con y sin IFN-
v. La inmunofluorescencia dirigida a pSTAT y CTSL en la linea celular U-373 con y sin estimulacion de IFN-y.
pSTAT se puede ver en verde. CTSL se puede ver en rojo. El nucleo con Hoechst en azul. El palme se puede ver
en color cian.
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X. Discusion

El interferén IFN-y es una citocina proinflamatoria con una funcion dual en cancer, mostrando
efectos tanto pro-tumorales como anti-tumorales dependiendo del contexto y tipo de tejido
tumoral involucrado (Salas ez al, 2023). En glioblastoma, los elementos de la via del IFN-y estan
incrementados con respecto al tejido sano, sugiriendo un impacto pro-tumoral mediado por
mecanismos que incluyen un incremento en la expresion de miRNAs y genes pro-tumor
(Zamora et al, 2023; Pérez, 2023). En el presente estudio se determind que la migracion de la
linea celular A-172, derivada de glioblastoma, se incrementa bajo la estimulacion con IFN-y,
apoyando la hipdtesis de su efecto pro-tumoral en este contexto. Este hallazgo subraya el
potencial del IFN-y como un mediador clave en la progresion del glioblastoma y justifica la

necesidad de explorar sus mecanismos moleculares especificos.

Las proteasas desempefian roles criticos en la progresion del cancer, participando en procesos
como el escape inmunolodgico, la proliferacion, la invasion y la regulaciéon de vias de
sefializacion aberrantes (Habic et al, 2021). Sin embargo, la influencia de la via del IFN-y en la
expresion y actividad de proteasas especificas en glioblastoma no ha sido plenamente aclarada.
En nuestro estudio, se identificaron 35 proteasas involucradas en céncer, de las cuales 16
mostraron una expresion génica desregulada en muestras de glioblastoma en comparacién con
tejido sano. Las proteasas que aumenta su expresion son: CTSB, MMP9, MMP2, CTSD, CTSS,
ADAM9, CTSC, CTSL, CTSZ, PSEN1, PLAU y MMP7, mientras que KLKS5, KLK7,
ADAMTS13 y PRTN3 mostraron una expresion reducida. Este andlisis significativo
proporciona una base para identificar proteasas especificas que podrian servir como posibles

biomarcadores y/o blancos terapéuticos en glioblastoma.

El anélisis de la abundancia proteica en muestras de pacientes reveld que 11 de estas proteasas
también mostraron cambios significativos, con un incremento en la abundancia de CTSB,
CTSZ, PLAU, CTSC, CTSS, ADAM9, MMP2, MMP7, MMP9, PSEN1 y CTSL. Esto indica
una correlacion significativa entre la desregulacion de la expresion génica y proteica
contribuyendo un perfil de proteasas bien definido presente en glioblastoma. Ademas, el analisis

de supervivencia mostré que, de las 16 proteasas desreguladas, 10 tienen un impacto
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significativo en la supervivencia de los pacientes con glioblastoma. Altos niveles de ADAMO,
CTSZ, CTSB, MMP7, CTSC, CTSL, MMP9 y PLAU se asocian con un pronostico negativo,
mientras que altos niveles de KLKS5 y PSENI se correlacionan con una supervivencia favorable.
Estos hallazgos radican en su potencial para influir en el desarrollo de estrategias de prondstico

y de tratamiento basadas en el perfil de expresion de proteasas.

La influencia del IFN-y en la regulacion de proteasas es un area emergente de interés. Estudios
previos han demostrado que el IFN-y puede modular negativamente la expresion de MMP-9 y
positivamente la de MMP-3 y MMP-1, MMP7 en otros contextos celulares (Nguyen et a/, 2005;
Vu et al, 2019). Asimismo, en nuestro grupo de investigacion se identificdé mediante un
microarreglo de cDNA, que CTSO incrementa sus niveles de expresion en células de
glioblastoma tratadas con IFN-y (Pérez, 2023). En el presente estudio, se investigd la
correlacion entre las proteasas desreguladas y los elementos de la via del IFN-y en muestras de
glioblastoma, identificandose una correlacion significativa para CTSC, CTSL, CTSB, CTSS,
CTSD, CTSZ, PLAU y ADAMY, lo que sugiere una posible regulacion transcripcional mediada
por IFN-y.

Ademas, un analisis bioinformatico predijo que 22 de las 35 proteasas tienen sitios promotores
que pueden ser regulados por factores de transcripcion vinculados a la via del IFN-y. El andlisis
experimental a través de microarreglos de proteinas reveld que la expresion de CTSL y KLK10
se incrementa en el medio extracelular, mientras que MMP3 y PRTN3 disminuyen bajo la
influencia de IFN-y. En el extracto total de proteinas, se observo un aumento en la expresion de
CTSL, KLK10, KLK3 y ADAMTSI13, y una reduccion en MMP3, MMP7, KLK7, CTSV y
PCSKO9. Es interesante como al agregar IFN-y al medio, incrementd la abundancia de las
proteasas CTSL, KLK10, KLK3 y ADAMTSI13, y disminuy6 la abundancia de las proteasas
MMP3, PRTN3, MMP7, KLK7, CTSV y PCSK9; sin embargo, se tiene que investigar
particularmente a cada una de ellas para confirmar su modulacion por medio del IFN-y, con
metodologias como Western blot para las proteasas intracelulares y enzimoinmunoanalisis de
adsorcion (ELISA) para las proteasas extracelulares, ademds de estudiar su participacion en el

contexto del glioblastoma.

102

Ciencias Genomicas



TESIS

Este andlisis es crucial, ya que sugiere que el IFN-y puede modular la actividad de algunas
proteasas en glioblastoma, y que este eje de regulacion de IFN-y y proteasas sea un potencial
blanco terapéutico. No obstante, es necesario realizar mas estudios para confirmar el rol
molecular especifico de cada proteasa y que la via candnica del IFN-y las modula desde el nivel

transcripcional.

Las funciones de las proteasas son diversas, en el caso de KLK10 desempeiia roles duales en el
cancer, ya que actua como supresor en cancer de mama, prostata, pulmén y renal, y como
promotor en cancer de ovario, pancredtico y oral. Sin embargo, su papel en el glioblastoma no
esta estudiado (Michael et al, 2005; Li et al, 2015; Luo et al, 2003; Li et al, 2001; Bin et al,
2011). La CTSL participa en el catabolismo y procesos patologicos, promoviendo la
proliferacion celular en glioblastoma, y su inhibicion induce apoptosis (Zhang et a/, 2023; Dong
et al, 2022). MMP3 facilita la invasion tumoral y la transicion epitelio-mesénquima, siendo
clave en el crecimiento del glioblastoma (Polz et al, 2024; Yu et al, 2021). PRTN3, es una
proteasa involucrada en procesos inflamatorios y degradacion de proteinas de la MEC, se asocia
a mal pronoéstico en cancer, aunque su papel en glioblastoma es incierto (Hu et a/, 2019; Zeng

et al, 2023).

La proteasa KLK3 es un biomarcador en cancer de prostata, en el caso del glioblastoma estudios
proponen que pudiera estar relacionado a través del receptor de androgenos (Lovell et al, 2021;
Pellegrino et al, 2021; Chang et al, 2020). MMP7 degrada componentes de la MEC y facilita
angiogénesis, crecimiento tumoral e invasion, sugiriendo su implicacién en la progresion
maligna del glioblastoma (Keles et a/, 2014; Hagemann et al, 2012). KLK7, desregulada en
varios canceres, y CTSV, sobreexpresada en varios tumores, tienen roles poco claros en
glioblastoma (Ovaere et al, 2009; Caubet et al, 2004; Talieri et al, 2004; Dong et al, 2003;
Johnson et al, 2007; Rezze et al, 2011; Santin et al, 2004; Song et al, 2021). ADAMTS13
modula la coagulacion e influye en la migracion celular en glioblastoma (Matsumoto et a/, 2021;
Lee et al, 2013). PCSKD9, involucrada en el metabolismo del colesterol, tiene una relacion
incierta con la malignidad del glioblastoma (Glerup et al, 2017; Mahboobnia et al, 2021; Liu et
al, 2020). Finalmente, PRTN3, asociada a la invasion celular en otros canceres, tiene un papel

no definido en glioblastoma (Furuya et al, 2024).
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El andlisis del interactoma de las proteasas reveldo que CTSL, CTSV, MMP7, ADAMTS13,
MMP3 y KLK3 mostraron interacciones entre si, sugiriendo su participacion en una red
proteolitica que podria ser crucial para la progresion del glioblastoma. Sin embargo, es
fundamental realizar mas estudios para confirmar estas interacciones y entender los mecanismos
moleculares, ya sea que estas proteasas interactien, o compartan rutas moleculares. De manera
interesante, en este analisis se sugiere que el farmaco bicalutamida, utilizado en el tratamiento
del cancer de prostata, podria afectar el interactoma de estas proteasas. Similarmente, los efectos
de otros farmacos en diferentes tipos de cancer, incluyendo glioblastoma, podrian ser
influenciados por la expresion y actividad de proteasas moduladas por IFN-y, pero mas estudios

son requeridos al respecto.

El presente estudio se enfocd en CTSL, considerando los resultados, esta proteasa mostro altos
niveles de expresion génica y proteica en muestras de pacientes con glioblastoma en
comparacion con tejido sano, y su desregulacion se correlaciona con un peor pronostico en
términos de supervivencia. Estudios previos han demostrado que CTSL promueve la
proliferacion de células U251 de glioblastoma (Dong et al, 2022). En adiciéon, CTSL no solo
estd involucrada en la progresion tumoral, sino que también se ha asociado con diferentes
enfermedades neurodegenerativas, incluidas la enfermedad de Parkinson, atrofia
multisistémica, demencia con cuerpos de Lewy, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de
Huntington, lipofuscinosis ceroide, neuronal tipo 10, enfermedad de Gaucher y enfermedades
pridnicas (Drobny et al, 2022). Ademas, el microarreglo de proteinas indico que el IFN-y
estimula la abundancia de CTSL, sugiriendo un posible efecto pro-tumoral de esta citocina en
glioblastoma. Asimismo, CTSL es una cisteina proteasa que generalmente se encuentra en el
espacio intracelular (Drobny et al, 2022). Sin embargo, en el microarreglo hubo una
inmunodeteccion de CTSL en el medio extracelular lo que sugiere una posible relacion con su
funcion pro-tumoral. La inmunofluorescencia dirigida a CTSL confirmé que el IFN-y
incrementa sus niveles y mostré una colocalizacion en el citoplasma y en la mitocondria, sin
afectar el estimulo su distribucion subcelular. Estos hallazgos indican la relevancia funcional
que CTSL podria tener intracelular y extracelularmente en el contexto de glioblastoma.
Particularmente, la deteccion de CTSL a nivel extracelular, abre la posibilidad de utilizar CTSL
como un posible biomarcador en biopsias liquidas, especialmente en sangre, ya que en otros
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estudios enfocados en cancer de vesicula han determinado que la CTSL se puede detectar
incrementada en sangre (Mehra et al, 2019), lo que permitiria en glioblastoma un diagndstico
menos agresivo y mas accesible para los pacientes. Sin embargo, se requiere una investigacion

mas profunda para sustentar la trascendencia de CTSL en el medio extracelular en glioblastoma.

Por otro lado, las terapias que incluyen inhibidores de proteasas son complejas debido a sus
efectos secundarios (Habic et al, 2021). La modulacion de proteasas mediante la regulacion de
la concentracion de IFN-y podria ofrecer una alternativa menos agresiva y potencialmente mas
especifica. No obstante, es crucial reconocer que alin se requiere investigar mas sobre cada una
de estas proteasas, asi como su regulacién por medio del IFN-y, para comprender mejor sus

mecanismos moleculares y confirmar su relevancia como biomarcadores y blancos terapéuticos.

En el presente estudio se resalta la complejidad de la regulacion de proteasas en el glioblastoma
y su interaccion con la via del IFN-y. La identificacion de proteasas clave y su modulacion por
IFN-y proporciona una base para futuras investigaciones dirigidas a comprender mejor los
mecanismos moleculares subyacentes y desarrollar estrategias terapéuticas potenciales para el
tratamiento del glioblastoma. La comprension detallada de como el IFN-y regula estas proteasas
y su impacto en la progresion tumoral puede abrir nuevas vias para intervenciones terapéuticas
mas efectivas y menos agresivas, subrayando la importancia de continuar investigando en esta
direccion. El modelo propuesto con base en los resultados obtenidos se puede ver graficamente

en la figura 45.
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Figura 45. Modelo propuesto sobre la regulacion de 1a expresion de la proteasa por IFN-y. En la parte superior
izquierda, se observa el tejido sano, mientras que en la parte superior derecha se muestra la via del IFN-y en el
tejido normal. En la parte inferior izquierda, se representa el tejido de glioblastoma, donde se destaca una firma de
proteasas. En el lado inferior derecho, se ilustra la modulacion de la CTSL a través de la via del IFN-y que cuenta
con un incremento en sus elementos de su via en glioblastoma. Ademads, se muestran en letras negras a las 9
proteasas que también son moduladas por este estimulo, sin embargo, el presente trabajo se centrd en la CTSL. En
la parte inferior se incluye un cuadro que detalla los posibles efectos protumorales de la CTSL.
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XI. Conclusiones

Se identificé un perfil de proteasas, las cuales son: CTSB, CTSZ, PLAU, CTSC, CTSS,
ADAM9, MMP2, MMP7, MMP9, PSEN1, CTSL y CTSD, que estan desreguladas en
glioblastoma con respecto al tejido normal. Altos niveles de las proteasas ADAMY,
CTSZ, CTSB, MMP7, CTSC, CTSL, MMP9 y PSENI estan relacionados con una

menor supervivencia en glioblastoma

. Las proteasas MME, MMP1, MMP2, CTSZ, PSEN1, MMP8, MMP9, CTSS, MMP10,
DPP4, PLAU, ADAMTS1, ADAM9, ADAMS, CTSD, CTSC, y CTSB podrian ser

moduladas desde el nivel transcripcional por la via del IFN-y.

. El estimulo de IFN-y aumenta la migracion de las células A-172 derivadas de

glioblastoma.

. El estimulo de IFN-y modula la abundancia proteica de las proteasas CTSL, KLK10,
MMP3, KLK3, MMP7, KLK7, CTSV, ADAMTS13, PCSK9, PRTN3.

. La CTSL es una proteasa involucrada en la progresion del glioblastoma. El estimulo de
IFN-y aumenta su abundancia y no modifica su localizacion, la cual se encuentra

mayormente en el citoplasma y las mitocondrias.
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XII. Perspectivas
A partir de los resultados obtenidos en este estudio, se sugieren las siguientes perspectivas:

o Evaluar el efecto, la actividad funcional y el interactoma de las proteasas en células
derivadas de glioblastoma.

o Evaluar el efecto del IFN-y sobre la expresion génica y la abundancia proteica de las
proteasas en células derivadas de glioblastoma.

e Analizar el efecto del IFN-y en diferentes tiempos de exposicion en la expresion de las
proteasas.

o Identificar la dependencia de la expresion de las proteasas mediante la via canodnica del

IFN-y en células derivadas de glioblastoma.
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Abstract

Interferon-gamma (IFN-y) plays a dual role in cancer; it is both a pro- and an
antitumorigenic cytokine, depending on the type of cancer. The deregulation of
the IFN-y canonic pathway is associated with several disorders, including vulner-
ability to viral infections, inflammation, and cancer progression. In particular, the
interplay between lung adenocarcinoma (LUAD) and viral infections appears to
exist in association with the deregulation of IFN-y signaling. In this mini-review,
we investigated the status of the IFN-y signaling pathway and the expression
level of its components in LUAD. Interestingly, a reduction in IFNGR1 expression
seems to be associated with LUAD progression, affecting defenses against viruses
such as severe acute respiratory syndrome coronavirus 2. In addition, alterations
in the expression of IFNGR1 may inhibit the antiproliferative action of IFN-y
signaling in LUAD.
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Introduction Results

Glioblastoma, a highly aggressive primary brain
tumor, poses a significant clinical challenge due to its
highly aggressive nature and fatal prognosis.

Our results demonstrate that IFN-gamma signaling can modulate the
levels of some proteases in glioblastoma cells.
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This cancer is characterized by a complex . : : z i
inflammatory microenvironment that favors its . " —
development and progression. ! "
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IFN-gamma, a key proinflammatory cytokine,

modulates the immune response. Upon binding to its Conclusion
receptor complex, it triggers a signaling cascade
culminating in the activation of the transcription factor IFN-gamma may promote pro-tumorigenic actions by modulating the
STAT-1. The latter regulates the expression of various expression levels of some proteases in glioblastoma cells
genes, including genes encoding proteases.
. . SIGNALING
Objective - PATHWAY OF
IFN-GAMMA

Determine the effect of the IFN-gamma signaling
pathway on the protease profile involved in

glioblastoma progression. l

i

|
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Material and Methods s
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/

The effect of IFN-gamma on protease expression JAK1
was assessed using a protein microarray capable of
analyzing 35 proteases. Proteins were extracted
from A-172 glioblastoma cell line, both from the
intracellular and extracellular milieu, with and
without IFN-gamma stimulation at a concentration of

100ng/mL for 24 hours. . Nucle; 7/
ISGs = =

—
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El Cerebro y las Tijeras que Cortan
Proteinas

Enrique Oropeza Martinez, Karen H Medina Abreu, Angeles Tecalco Cruz*

Universidad Autéonoma de la Ciudad de México, Posgrado en Ciencias Genémicas

Las proteasas

Son proteinas que se encargan de
cortar diversas proteinas

Las proteasas y el cerebro

:Qué son las proteinas?

Son pequeias “piezas” que
mantienen el correcto
funcionamiento de nuestro
cuerpo

Como se forman?

Una de las muchas funciones que
tienen las proteasas, es la
“limpieza”, y en nuestro cerebro
son muy cuidadosas

iLos niveles importan !

Las proteasas estan en equilibrio, no hay
muchas ni hay pocas, pero cuando hay mas
de las necesarias o0 menos, surgen

Siguiendo las “recetas”, las células

enfermedades como el cancer

crean las proteinas necesarias para
realizar tareas especificas

‘ HELP!
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UACM El interesante mundo de las PROTEASAS:

Universidad Auténoma Proteinas Clave para Comprender el Cuerpo
de la Ciudad de México
Humano

Nada humano me es ajeno
Y J Enrique Oropeza-Martinez, Angeles C. Tecalco-Cruz*.

Licenciatura en Ciencias Genémicas, Universidad Auténoma de la Ciudad de México, CDMX 03100, Mexico

Las proteinas Las proteasas
Son pequefias “piezas” que mantienen el correcto Son proteinas que se encargan de cortar como si fueran tijeras moleculares a
funcionamiento de nuestro cuerpo otras proteinas
®—@ AAAARA
S Proteinas
PS
2 Proteasas

iLas proteasas en los alimentos!

Las proteasas realizan sus funciones dentro de nuestro cuerpo, sin embargo
también estan en otros organismos, como por ejemplo la pifia y la papaya

Papaya

Las proteasas realizan la “limpieza” en nuestras células

Una de las muchas funciones que tienen las proteasas, es la “limpieza” en

nuestras células
S 8
oS S o< L
o= J\Q 1

ijLos niveles importan!

Las proteinas siguen “recetas”, las células crean las
proteinas necesarias para realizar tareas
especificas

:De dénde las obtenemos?
Las proteinas las obtenemos de nuestra dieta, en Las proteasas estan en equilibrio, no hay muchas ni hay pocas, pero cuando

nuestro cuerpo las metabolizamos para fabricar hay mas de las necesarias o menos, surgen enfermedades como el cancer
nuestras proteinas
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