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RESUMEN

Introduccién: El cancer tiene alta relevancia entre las
causas de mortalidad infantil. Dentro de los canceres
pediatricos, los sarcomas de partes blandas constituyen
el 7% de los casos diagnosticados, de los cuales el 50%
aproximadamente corresponden a rabdomiosarcoma
(RMS), con una incidencia estimada de 4,71 (casos por
millon) en nifios y adolescentes menores de 20 afios (1). Se
ha documentado extensamente que la diferenciacion celular
es un proceso clave en la inhibicion del crecimiento tumoral
y en el grado de eficacia de los tratamientos disponibles. Se
ha evidenciado que la via de sefializacion celular PLC/PKC
esta implicada en la diferenciacion del musculo esquelético
regulando factores de transcripcion relacionados a la
miogénesis, como son los factores nucleares de células T
activadas C1, C2 y C3 (2,3). Estudios recientes de nuestro
laboratorio demuestran que la inhibicion de dicha via,
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mediante el empleo de estaurosporina, bisindolilmaleimida
y sulfato de neomicina, induce la diferenciacion tanto en
células musculares normales como en células tumorales (4).
Conclusiones: Este trabajo integra evidencia bibliografica
reciente con resultados originales de nuestro grupo,
destacando la modulacion farmacologica de la via PLC/
PKC y su efecto sobre la miogénesis, como una estrategia
terapéutica para el tratamiento del rabdomiosarcoma.

Palabras Clave: Estaurosporina; Bisindolilmaleimida;
Sulfato de Neomicina; Diferenciacion Celular; C2C12; RD.

SUMMARY

Introduction: Cancer has high relevance among the causes
of childhood mortality. Among pediatric cancers, soft tissue
sarcomas account for 7% of diagnosed cases, of which
approximately 50% correspond to rhabdomyosarcoma
(RMS), with an estimated incidence of 4.71 cases per
million in children and adolescents under 20 years of
age (1). It has been extensively documented that cellular
differentiation is a key process in the inhibition of tumor
growth and in determining the effectiveness of available
treatments. The PLC/PKC cellular signaling pathway has
been shown to be involved in skeletal muscle differentiation
by regulating transcription factors related to myogenesis,
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such as nuclear factors of activated T cells C1, C2, and C3
(2,3). Recent studies from our laboratory demonstrate that
inhibition of this pathway, through the use of staurosporine,
bisindolylmaleimide, and neomycin sulfate, induces
differentiation in both normal muscle cells and tumor cells
(4). Conclusions: This work integrates recent bibliographic
evidence with original results from our group, highlighting
the pharmacological modulation of the PLC/PKC pathway
and its effect on myogenesis, as a therapeutic strategy for
the treatment of rhabdomyosarcoma.

Keywords: Staurosporine; Bisindolylmaleimide; Neomycin
Sulfate; Cell Differentiation; C2C12; RD.

INTRODUCCION

El cancer tiene alta relevancia entre las causas de
mortalidad infantil. Dentro de los canceres pediatricos, los
sarcomas de partes blandas constituyen el 7% de los casos
diagnosticados, de los cuales el 50% aproximadamente
corresponden a Rabdomiosarcoma (RMS), con una
incidencia estimada de 4,71 casos por milléon en nifios y
adolescentes menores de 20 afios (1).

El RMS se origina a partir de células mesenquimales
destinadas a diferenciarse a células de musculo esquelético,
pudiendo presentarse en cualquier sitio del cuerpo (5).
El enfoque terapéutico incluye reseccion quirurgica,
quimioterapia y radioterapia, aplicadas de manera
combinada o no, segun la ubicacién y el tamafio del tumor.
En casos metastasicos los resultados clinicos suelen ser
desfavorables (6).

Publicaciones recientes de nuestro laboratorio, tomando
como punto de partida que la diferenciacion celular es un
proceso clave para inhibir el crecimiento tumoral para
aumentar la eficacia de los tratamientos, muestran el
potencial de la modulaciéon farmacolégica de la via PLC/
PKC como estrategia terapéutica (4).

En la miogénesis esquelética, células precursoras
mesodérmicas pluripotentes proliferan y se diferencian a
células maduras de musculo esquelético. Estas células se
caracterizan por la pérdida de la capacidad de division, la
morfologia alargada y multinucleada, y la posibilidad de
contraccion. Este proceso es regulado por diversos factores
de transcripcion (Illamados factores reguladores miogénicos,
MRF) como MyoD (proteina de diferenciacion miogénica
1), Myf5 (factor miogénico 5), Myogenin y Myf6 (factor
miogénico 6) (7). En células de RMS se expresan los
marcadores de diferenciacion muscular MyoD y Myogenin,
pero al unirse de manera inadecuada a sus genes diana

impiden que estas células logren diferenciarse a musculo
esquelético maduro.

Estudios recientes de nuestro grupo, centrados en el
proceso de miogénesis, observamos la posibilidad de
inducir la diferenciaciéon de las células de RMS, logrando
que presenten caracteristicas de células normales utilizando
tres moduladores de la via PLC/PKC: estaurosporina,
bisindolilmaleimida y sulfato de neomicina (4).

La estaurosporina, un alcaloide indol carbazol aislado
originalmente de una bacteria llamada Streptomyces
staurosporeus es un potente inhibidor de serina/treonina
quinasas, particularmente afecta a la proteina quinasa
C (PKC) (8). La bisindolilmaleimida, un compuesto
organico, alcaloide, posee una estructura con un grupo
maleimida central y dos grupos indol unidos. Junto con la
estaurosporina forman parte de la familia de los indoles, y
también es un inhibidor de la PKC. Ambos compuestos se
relacionan con efectos antitumorales (9, 10).

El sulfato de neomicina, es uno de los antibidticos
aminoglucosidos mas comunmente prescriptos que inhibe
la traduccion al unirse a la subunidad 30S de los ribosomas
bacterianos (11). Ademas, es un inhibidor de la enzima de
membrana fosfolipasa C (PLC) que hidroliza al fosfolipido
fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PIP2), generando
diacilglicerol (DAG) e inositol-1,4,5-trifosfato (IP3);
el DAG estimula a la PKC activandola. Por lo tanto, la
inhibicion de la PLC con neomicina indirectamente afecta
la activacion de la PKC.

Destacamos la via de senalizacion celular PKC/PLC,
implicada en la diferenciacion hacia fibras musculares
esqueléticas maduras, al regular factores clave en Ia
miogénesis, como los factores nucleares de células T
activadas C1, C2y C3 (12).

RESULTADOS

En nuestra publicacion (4), demostramos que
compuestos de la familia indol (estaurosporina y
bisindolilmaleimida) junto con el sulfato de neomicina,
promueven la diferenciacion miogénica de las lineas
celulares RD (linea tumoral establecida de células humanas
provenientes de un RMS) y C2C12 (linea no tumoral de
mioblastos) ambas de origen mesenquimal. Estos hallazgos
destacan la participacion de las vias de sefializacion PLC /
PKC en este proceso.

Se ha observado que al modificar las condiciones del
cultivo celular, especificamente bajando la concentraciéon de
suero del medio (del 10% al 1%) o utilizando un medio sin
suero, es decir no proliferativo, las células C2C12 consiguen
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diferenciarse hacia un fenotipo maduro de célula muscular
(células alineadas, elongadas y multinucleadas).

En nuestro laboratorio, bajo esas condiciones de
cultivo, repetimos dicho efecto en la linea RD. Una posible
explicacion es que las células al enfrentarse a una situacion
de estrés provocada por la ausencia de ciertos factores
de crecimiento esenciales presentes en el suero, y con la
consecuente detencion de la proliferacion celular, siguen
una ruta de desarrollo distinta a la programada inicialmente.

Este estado de estrés celular activa dos posibles vias de
respuesta: por un lado, puede conducir a la apoptosis y por
otro, puede promover la supervivencia mediante la adopcion
de un fenotipo diferenciado, transitando hacia un estado
metabolicamente menos demandante.

Este cambio implica una reduccién en el consumo
energético y un enfoque funcional hacia la especializacion
celular, lo que permite a la célula adaptarse a condiciones
adversas mientras conserva su integridad.

Por lo tanto, destacamos que lo novedoso de
nuestros resultados previos reside en que en condiciones
proliferativas (utilizando 10% de suero fetal bovino o de
caballo) y bajo tratamiento con inhibidores directos de PKC
(bisindolilmaleimida 0,05 mM y estaurosporina 1 nM) o
indirectos, inhibiendo PLC (sulfato de neomicina 6 mM),
logramos inducir la diferenciacion de las células de las
lineas RD y C2C12 (4).

Observamos que esos tratamientos inducen la activacion
de genes de diferenciacion como MHCI1 (cadena pesada
de miosina 1), sugiriendo que la via PLC /PKC estaria
implicada en la diferenciacion de ambas lineas celulares,
inhibiendo la expresion de genes de diferenciacion. Como
consecuencia de esta inhibicion se impediria la adquisicion
celular de caracteristicas de fibra muscular esquelética
madura.

Asimismo, mediante técnicas avanzadas de microscopia,
pudimos observar en ambas lineas celulares (tratadas con
cada una de las tres drogas), elongacion y fusion celular,
pasando de mononucleadas a multinucleadas, con una
mayor alineacion y uniformidad direccional.

Es decir, las células adquieren caracteristicas
morfolégicas de una fibra muscular esquelética madura.
Dicho efecto fue mas notable con bisindolilmaleimida.

Mediante ensayos de PCR en Tiempo Real se
determinaron los niveles de MHC1, MyoD e Integrina-a9,
en las células tratadas con los inhibidores. Los resultados
mostraron que las drogas afectan la expresion de génica de
MHC! marcador especifico de diferenciaciéon de musculo
esquelético, MyoD molécula de expresion temprana en la
diferenciacion de mioblastos a miotubos e integrina-a9,

glicoproteina transmembrana heterodimérica, regulada
positivamente por la via Notch y expresada en células de
RMS, que se la relaciona con la agresividad del tumor.

Especificamente se observo que el ARNm de MHCI1
aumento significativamente tanto en RD como en C2C12,
especialmente con sulfato de neomicina. En el mismo
sentido la expresion del gen MyoD aument6, viéndose
mayor nivel para ambas lineas celulares estudiadas con
bisindolilmaleimida y sulfato de neomicina.

Al analizar la expresion del gen Integrina-a9 en
ambas lineas tratadas con estaurosporina, se obtuvo una
disminucion en la expresion en las C2C12, mientras que
en las RD los resultados mostraron una mayor variabilidad
respecto su control.

Dadas las variaciones mencionadas se decidio evaluar el
nivel de expresion de la proteina integrina-a9 a través de un
ensayo de inmunocitoquimica. En este caso los resultados
obtenidos demostraron una disminucién en el nivel de la
integrina-09 en las células RD tratadas con estaurosporina,
bisindolilmaleimida o sulfato de neomicina, especialmente
con las dos ultimas.

Estrategias terapéuticas contra el cancer, denominadas
“terapias de diferenciacién”, se enfocan en la induccion
de las vias de sefalizacion de diferenciacion de las células
tumorales, de tal manera que adquieran caracteristicas
morfolégicas y funcionales especificas de las células
maduras y el consiguiente efecto de la inhibicion del
crecimiento tumoral descontrolado y los mecanismos de
invasion y metastasis.

En el caso de las células de RMS esta diferenciacion
deriva en una célula muscular esquelética, miotubos
multinucleados alargados con estructuras sarcoméricas.
La miogénesis normal no ocurre en las células de RMS,
debido a un defecto en la diferenciacion terminal (13). Las
células RMS no expresan genes que codifican el aparato
contractil (miosina, troponinas, tropomiosinas, miomesinas
y actininas) (14).

En el marco de nuestra investigacion, identificamos que
las drogas bisindolilmaleimida, estaurosporina y sulfato
de neomicina actuan como moduladores efectivos en la
promocion de la diferenciacion celular en las lineas C2C12
y RD.

La via PLC/PKC desempefia un papel fundamental
en la regulacion de la diferenciacion celular mediante la
modulacién precisa de la expresion génica y la interaccion
con multiples cascadas de sefializacion intracelular (15).

Estas cascadas son esenciales para procesos como la
reorganizacion del citoesqueleto, las adhesiones intercelulares
y la remodelacion del microambiente extracelular.
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La actividad de PKC actia como un nodo integrador,
coordinando sefiales bioquimicas y mecanicas para adaptar
la maquinaria transcripcional y las redes de sefalizacion a
las necesidades especificas de las células diferenciadas.

Porotrolado, laviadelaPLC funciona como un mediador
clave en la transduccion de sefiales intracelulares, regulando
multiples procesos biolégicos. A través la hidrélisis del
PIP2, genera dos segundos mensajeros criticos: DAG e
IP3. Estos mensajeros participan en la liberacion de calcio
intracelular y en la activacion de la PKC mediante el DAG.
Ademas, la actividad de 1a PLC influye en la regulacion de la
expresion génica, la formacion de conexiones célula-célula
y la interaccion con el entorno extracelular. Su papel como
integrador de sefiales permite que actue como un regulador
esencial en procesos fisiologicos como proliferacion,
diferenciacion y migracion celular (15).

CONCLUSION

Nuestros estudios sobre vias de sefializacion PLC/
PKC y su papel inhibitorio en la miogénesis ofrecen un
marco prometedor para explorar estrategias terapéuticas
para el tratamiento del rabdomiosarcoma enfocado en
la diferenciacion celular. Estos resultados resaltan la
importancia de comprender los mecanismos moleculares
involucrados en la diferenciacion celular y su modulacion
farmacolégica como estrategia para revertir un fenotipo
maligno.
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