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Un tumor es ingenio, fuerza, adaptacién. Un tumor es poesia, merece ser tratado con inteligencia

y respeto.

RESUMEN

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial, lo cual esta relacionado
con tratamientos ineficientes que, ademads, ocasionan efectos colaterales. En particular, el
glioblastoma, tumor primario mas frecuente y letal del sistema nervioso central, representa un
problema de salud publica relevante. Este tipo de cancer se considera incurable, siendo la media
de sobrevida de 15 meses tras el diagndstico, lo cual evidencia problemas en el tratamiento
estdndar. Ademas, la incidencia del glioblastoma ha aumentado en los dltimos afos. De esta
manera, es evidente la necesidad de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas. En este
contexto, existen diversos productos naturales que representan una alternativa al tratamiento,
pues poseen actividad anticarcinogénica, asi como baja toxicidad en células no cancerosas. En
este trabajo, se evalud el efecto citotéxico de la xantona jacareubina, aislada del duramen de
Calophyllum brasiliense, en la linea celular de glioblastoma humano DBTRG-05. Ademas, se
determiné la toxicidad de este compuesto en astrocitos no tumorales. Asimismo, en las células
de glioblastoma, se evalu6 la modulacién del estado redox celular como posible mecanismo de
accidon. Notablemente, se encontré que la jacareubina ejerce un efecto téxico en células de
glioblastoma, desde concentraciones menores a 10 pM, las cuales no generan toxicidad en
astrocitos no tumorales (disminucion de la viabilidad con concentraciones >10 uM). Ademas,
se observo que la jacareubina presenta mayor potencia que el farmaco estdndar en el
tratamiento del glioblastoma, la temozolomida. Respecto a la modulacion del estado redox
como mecanismo de citotoxicidad, se hall6 que la jacareubina reduce los niveles del
antioxidante glutatiéon (GSH) y aumenta los de las especies reactivas del oxigeno (ERO), las

cuales pueden conducir a distintos tipos de muerte. En conclusién, la jacareubina induce un



efecto toxico en las células DBTRG-05, el cual no se presenta en astrocitos, y aumenta los niveles

de ERO.



1. INTRODUCCION

El cancer es un conjunto de enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del cuerpo
y son provocadas por un grupo de células que proliferan sin control y de manera auténoma,
invadiendo localmente y a distancia otros tejidos !, lo cual puede comprometer la funciéon de
organos vitales o alterar la fisiologia corporal 2. El cancer representa un problema de salud
publica, siendo una de las principales causas de muerte a nivel mundial , lo cual se asocia a que
las terapias actuales no son eficientes, ya que se presenta farmacorresistencia o reincidencia
tras el tratamiento 3. Ademas, la accion de los farmacos empleados no es especifica, pues tienen

efectos toxicos en células no cancerosas, ocasionando efectos colaterales 4.

En este contexto, algunos compuestos naturales representan una alternativa al tratamiento
del cancer, ya que se ha descrito que poseen actividad anticarcinogénica, asi como baja
toxicidad en células no cancerosas 5-7. Ademas, se ha evidenciado que algunos de ellos
potencian el efecto de agentes antineoplasicos empleados en la actualidad 58. Un metabolito
secundario de origen vegetal, potencial para el desarrollo de fairmacos que puedan emplearse
en el tratamiento del cancer, es la xantona prenilada jacareubina. Se ha reportado que esta
xantona reduce la viabilidad de células de distintos tipos de cancer a concentraciones bajas 9-
12, ]as cuales no tienen efectos téxicos en células no cancerosas 13. No obstante, los mecanismos
de accion implicados en el efecto citotéxico de la jacareubina en células cancerosas no se han
estudiado ampliamente y s6lo se ha descrito, en células de cancer cervical, que la jacareubina
induce arresto del ciclo celular y apoptosis 1L Por lo cual, en este trabajo se evalu6 la
modulacién de las especies reactivas del oxigeno (ERO) por parte de la jacareubina, empleando
células de glioblastoma, tumor incurable del sistema nervioso central. Previamente, se ha
encontrado que la modulacién de las ERO estd involucrada en la induccion de muerte celular y
en el efecto dual, es decir, citotéxico en células cancerosas e inocuo en células normales, de

diversos compuestos 14.



1.1. Glioblastoma

1.1.1. Biologiay caracteristicas clinicas

El glioblastoma es el tumor primario del sistema nervioso central mas frecuente y con
mayor letalidad 15. Histéricamente, se consideraba a los astrocitos como los responsables del
origen de este tipo de tumores. No obstante, recientemente se propuso que se trata de células
troncales de la capa astrocitica de la zona subventricular 1617, Debido a que las células troncales
neurales tienen un mayor periodo de proliferacién que los astrocitos 1819 y, por lo tanto, tienen
mas tiempo para adquirir mutaciones, se planteé que estas células probablemente originan
tumores cerebrales 1617, Lee y colaboradores realizaron diversas pruebas al respecto 1.
Notablemente, hallaron que el tejido de la zona subventricular de pacientes con glioblastoma
comparte mutaciones con el tejido tumoral 6. Ademas, al mutar algunos genes supresores de
tumores y oncogenes en la zona subventricular (nicho de células troncales y progenitoras) en
ratones, encontraron que las células mutadas migraban a la corteza, donde originaban tumores.
Por otro lado, al mutar estos genes en células corticales, éstas no migraban ni formaban tumores
16, Asimismo, al seguir la formaciéon de clonas derivadas de una sola célula del tumor, no
encontraron células que presentaran solo las mutaciones compartidas, lo cual descarta la
posibilidad de que células del tumor con estas mutaciones migraran a la zona subventricular 16.
Por lo tanto, estas observaciones sugieren que las células troncales y progenitoras de la zona
subventricular son capaces de originar un glioblastoma. De hecho, al modificar en murinos
genes supresores de tumores en células con expresidn del gen para la proteina acidica fibrilar
glial (GFAP, presente en células troncales y en astrocitos) se forman gliomas (mas del 85% de
tipo glioblastoma, el resto de tipo glioma grado III 29), cuya formacién es inhibida por la
eliminacion de células que co-expresan nestina (células troncales) 21, sugiriendo que las células
troncales neurales pueden formar tumores de tipo glioblastoma. No obstante, las células con

expresion de nestina fueron eliminadas empleando un vector con timidina cinasa del virus



herpes simplex y administrando ganciclovir a las 8 semanas de edad 2. Debido a ello, este
estudio no descarta que las células de origen hayan dado lugar, en estas 8 semanas, a células
troncales tumorales (con expresion de nestina), encargadas del mantenimiento tumoral, pero
no responsables del origen del tumor. Asimismo, debe considerarse y descartarse la posibilidad
de que estas células que originan tumores sean astrocitos reactivos, los cuales también

expresan nestina 22,

Por otro lado, también en ratones, se ha encontrado que al mutar genes supresores de
tumores directamente en células progenitoras de neuronas y en células progenitoras de
oligodendrocitos, éstas forman tumores semejantes al glioblastoma 2324 En contraste,
recientemente, se evalu6 la capacidad tumorigénica de células con mayor diferenciacion
(progenitores tardios de neuronas, neuroblastos y neuronas maduras) y se encontré que
ninguna es capaz de formar tumores intracraneales 25, evidenciando que, conforme avanza el

grado de diferenciacion, las células neurales pierden la capacidad de generar un glioblastoma.

Respecto a los astrocitos como posibles células de origen, que estas células formen tumores
es dificil, pues tienen un menor tiempo de proliferacién y baja probabilidad de adquirir
mutaciones 1819, No obstante, esta alternativa no se descarta, pues, en ese tiempo, los astrocitos
pueden adquirir mutaciones que los lleven a desdiferenciaciéon o que promuevan procesos
oncogénicos. Por ejemplo, un grupo de investigacion que evalu6 la posibilidad de desdiferenciar
astrocitos maduros de murinos; encontré que, en un contexto Trp53-/-, al generar sobre-
expresion del gen serina/treonina cinasa AKT1 (Akt1), el proto-oncogén MYC (Myc), o ambos,
aumentan los marcadores de células progenitoras y troncales, mientras que los niveles de
GFAP, proteina caracteristica de astrocitos maduros, disminuyen 26, Ademas, bajo estas
condiciones aumenta la proliferacion celular 26. Estos resultados sugieren que, si un astrocito
adquiere mutaciones en TP53 (con lo cual se hace mas vulnerable a obtener otras mutaciones

27) 'y después adquiere mutaciones en oncogenes como AKT1 o MYC, puede sufrir
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desdiferenciaciéon y un aumento en proliferacion. Con esto, al ganar otras mutaciones (la
desdiferenciacién aumenta el tiempo en que la célula puede mutar 1819 y el estado de TP53 lo
favorece), podria adquirir mas caracteristicas distintivas de células cancerosas (hallmarks del

cancer 28) y originar un tumor.

De hecho, otro trabajo reporté que la introduccién de genes para formas activas de la
GTPasa KRas (KRAS) y AKT, en astrocitos de ratones con delecién del gen del inhibidor 2 de
cinasas dependientes de ciclinas (CdknZ2a), induce la formacién de tumores con caracteristicas
del glioblastoma humano 2°. No obstante, el aumento en la actividad de KRAS y AKT en
astrocitos de ratones silvestres para CdknZa no es suficiente para formar gliomas, aunque estas
alteraciones si forman tumores a partir de células progenitoras 29. Ademas, otros datos de este
articulo sugieren que el papel de la delecion de CdknZa es desdiferenciar a los astrocitos 29. De
esta manera, es posible que los astrocitos también sean células de origen del glioblastoma, pero
en una menor proporcion de pacientes, pues tienen la barrera de la diferenciacién y menor
tiempo para adquirir mutaciones. De cualquier manera, se requieren mas estudios al respecto,
por ejemplo, para buscar mutaciones compartidas en astrocitos no tumorales de pacientes con

glioblastoma.

Otro aspecto relevante de la biologia de este tipo de tumor es su capacidad de infiltrarse en
el parénquima adyacente rapidamente, la cual estd asociada a baja prognosis 3031, La migracién
celular y la subsecuente invasién del parénquima sano resultan, en gran medida, del
establecimiento de zonas de hipoxia en el tumor 3! Existen dos hipdtesis en torno a la
generacion de estas zonas. La primera explica que durante el desarrollo del tumor ocurren
patologias vasculares (regresion de los vasos pre-existentes o trombosis), que resultan en una
deficiente distribuciéon de oxigeno a las células tumorales que rodean a estos vasos 32. La

segunda considera que, conforme las células cancerosas proliferan, la demanda de oxigeno

10



supera la cantidad provista por la vasculatura, de tal suerte que las células mas distantes a ésta

son sometidas a hipoxia 32.

El desarrollo de zonas hip6xicas genera una respuesta que incluye migracién celular hacia
areas con mayor cantidad de oxigeno. Este fendmeno resulta en la infiltracion de células
cancerosas en el parénquima cerebral sano 31. De hecho, la migracion celular inducida por
hipoxia genera un arreglo celular, patognomoénico del glioblastoma, denominado arreglo en
pseudoempalizada, que consta de una zona hipercelular que rodea a un foco necrético y
fibrético (Figura 1) 32. Este arreglo resulta de la migracién de células en condiciones de hipoxia
hacia fuera del foco hipdxico (fendmeno evidenciado por la presencia de marcadores de

respuesta a hipoxia y de migracion en la zona hipercelular) y de la muerte por necrosis de las

células que no fueron capaces de migrar 32.

Figura 1. Arreglo en pseudoempalizada.
Corte histologico de tumor de paciente
con glioblastoma. Se aprecia en el centro
un vaso en degeneracidn (flecha) rodeado,
primero, de una zona necroéticay, después,
del area hipercelular, que, se presume,
consta de células migrando en buisqueda
de una nueva fuente de oxigeno (vasos
sanos, punta de flecha). Imagen del

articulo de Brat et al., publicado en 2004
32

El principal mediador de la respuesta a hipoxia es el factor inducido por hipoxia (HIF)1;
factor de transcripcién que, en condiciones de hipoxia, se activa e induce la transcripcién de sus
genes blanco 33, que incluyen genes que codifican para proteinas que participan en procesos de
migracion 33 y se encuentran sobre-expresadas en glioblastoma. Por ejemplo, HIF1 induce la

expresion del proto-oncogén, receptor tirosina cinasa MET, cuyo producto es un receptor que
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se une al factor de crecimiento de hepatocitos (HGF/SF), el cual conduce a la migracién de
células de glioma 34. Asimismo, se encontré que, al someter a células de glioblastoma a
condiciones de hipoxia, aumentan los niveles de HIF1q, lo cual resulta en un incremento en los
niveles de la caja homeodtica de unién a la caja E con dedos de Zinc (ZEB1) 35, factor de
transcripcién que participa en la transicién proneural-mesenquimal, proceso andlogo a la

transicion epitelio-mesénquima, que genera un tipo de glioblastoma mas agresivo 36.

En torno a la clasificacion del glioblastoma, este tipo de tumor es un glioma difuso grado 1V,
segun la clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) 37. Los gliomas se reconocen
histolégicamente por su semejanza con células gliales (la mayoria de las células de glioblastoma
semejan astrocitos) y los gliomas difusos se caracterizan por no mostrar bordes definidos. Por
otra parte, los gliomas grado IV se reconocen histolégicamente por presentar sefiales de
angiogénesis, hipercelularidad, atipia nuclear, figuras mitdticas, pleomorfismo y necrosis. Es
importante mencionar que los pacientes con este tipo de gliomas presentan menor sobrevida

que los de gliomas de menor grado 5.

El glioblastoma se puede clasificar en primario o secundario, seglin se haya originado de
novo o tras la progresiéon de un glioma de menor grado. El glioblastoma primario es mas
frecuente (90% de los pacientes) y se presenta en pacientes de mayor edad (media de 55 afios
vs. 40 afios en pacientes con glioblastoma secundario); asimismo, es mas comun en hombres,
mientras que el glioblastoma secundario es mas habitual en mujeres. Cabe destacar, que las
alteraciones genéticas en P53y en isocitrato deshidrogenasa 1 (IDH1) son mas frecuentes en el
subtipo secundario, mientras que los pacientes del subtipo primario presentan, con mayor
frecuencia, mutaciones en el gen homologo a fosfatasa y tensina (PTEN), sobreexpresion del

gen del receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR), y deleciones en el cromosoma 10

15,
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Ademas de esta clasificacion, se han disefiado sistemas de clasificaciéon basados en criterios
moleculares. Por ejemplo, los tumores se pueden clasificar de acuerdo a la presencia de
mutaciones en los genes IDH1 e IDHZ2. Se ha reportado que un 70 a 80% de los pacientes con
glioblastoma secundario presentan mutaciones en estas enzimas, mientras que solamente el
3.7% de pacientes con glioblastoma primario las presentan 38. Estas mutaciones tienen valor
pronostico. Los pacientes con mutaciones en IDH presentan una media de sobrevida de 31
meses, contra lamedia de 15 meses de pacientes con IDH silvestre 38. Ademas, los pacientes con
estas mutaciones muestran una mejor respuesta al firmaco antineoplasico temozolomida 15. La
mejor prognosis se podria explicar por una menor tasa de crecimiento tumoral, debida a la
generacion, por parte de enzimas IDH mutantes, del metabolito D-2-hidroxiglutarato (D-2-HG).
Este metabolito regula negativamente la glucdlisis 3%, via que, en gliomas de tipo IDHwr,
favorece la proliferacion celular y el crecimiento tumoral 40. Asimismo, el D-2-HG bloquea la via
del blanco de rapamicina en mamiferos (mTOR), la cual también promueve la proliferacién
celular 4. Ademas, este oncometabolito inhibe a la ATP sintasa, lo cual, junto con la inhibicién
de la glucdlisis, genera un estado de estrés energético en las células, haciéndolas mas
vulnerables a muerte 49. Con estos efectos el tumor creceria mas lento, pues habria menos

proliferacién y mas muerte.

Por otro lado, en tumores con IDH mutante, la mejor respuesta a temozolomida resulta de
varios factores. La temozolomida tiene dos mecanismos de accion relevantes, la induccién de
estrés oxidante y el dafio al ADN 4. En tumores con IDHny: disminuyen los niveles de NADPH,
que participa en el restablecimiento o activacién de componentes del sistema antioxidante 42.
Su disminucién en IDHmy: genera niveles basales de ERO mayores que en IDHwr y mejora la
respuesta a temozolomida 42. Respecto al dafio al ADN inducido por este farmaco, el metabolito
2-HG bloquea la accion de enzimas involucradas en su reparacion, permitiendo la persistencia

de las alteraciones y la subsecuente muerte celular 4243,
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Aparte de este sistema de clasificacion, se han propuesto otros dos basados en el
transcriptoma tumoral. Primero, Phillips y colaboradores 44 propusieron una clasificacién que
separaba al glioblastoma en tres entidades, el subtipo proneural, caracterizado por la expresién
de genes asociados a neurogénesis, el subtipo proliferativo, distinguido por niveles elevados de
marcadores de proliferacién (como topoisomerasa II a y el antigeno nuclear de proliferacion
celular, PCNA), y el subtipo mesenquimal, en el cual se observa una alta expresién de
marcadores de angiogénesis y componentes de matriz extracelular. El subtipo proneural esta
caracterizado por una alta expresién de marcadores de neuroblastos y neuronas, mientras que
los otros dos subtipos presentan mayor expresion de marcadores de células troncales y
multipotentes. Asimismo, los tumores de tipo proneural presentan menor frecuencia de
ganancias en el cromosoma 7 y pérdidas del cromosoma 10, en contraste con los otros subtipos.
El subtipo proneural también muestra menos pérdidas de PTEN y ganancias de EGFR, asi como
una mayor activacion de Notch. Cabe destacar que esta clasificacion presentd valor pronéstico,
presentando los pacientes del subtipo proneural una mayor sobrevida que los de los otros dos

subtipos *4.

Después, en 2010, Verhaak y colaboradores propusieron una clasificaciéon que se emplea en
la actualidad y que separa al glioblastoma en 4 subtipos, denominados clasico, mesenquimal,
proneural, y neural 45. El subtipo clasico se caracteriza por alteraciones en EGFR, las cuales
incluyen amplificaciones, mutaciones puntuales y la expresion de un receptor
constitutivamente activo, denominado vIIl. Ademas, estos tumores carecen de mutaciones en
P53 y frecuentemente presentan delecion de CDKNZ2 y una alta expresion de marcadores de
células troncales o progenitoras 5. Este subtipo podria corresponder al subtipo proliferativo
de la clasificacion anterior, al presentar regulacion positiva de vias proliferativas (delecion de
CDKNZ y aumento en la actividad de EGFR) y marcadores de células troncales. Por otro lado, el

subtipo mesenquimal se caracteriza por la delecién del gen para neurofibromina 1 (NF1), la
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expresion de marcadores mesenquimales y el aumento en la expresion de miembros de la
familia de factores de necrosis tumoral, asi como de la via del factor nuclear kappa B (NF-«B).
Asimismo, los tumores del subtipo mesenquimal presentan una elevada expresion de
marcadores de microglia 45. El subtipo proneural presenta alteraciones en el gen del receptor
alfa del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFRA), que constan de amplificaciones,
alta expresion y mutaciones puntuales. Ademas, en este subtipo, son comunes las alteraciones
en P53 e IDHI1. Este subtipo de glioblastoma también presenta una alta expresion de
marcadores del desarrollo de oligodendrocitos 45. Por tltimo, el subtipo neural expresa genes
expresados en neuronas diferenciadas. Notablemente, este estudio describié que se presenta
una mayor sobrevida en pacientes del subtipo proneural, asi como una mejor respuesta a

tratamiento agresivo en pacientes de los subtipos mesenquimal y clasico 45.

En un mismo tumor pueden presentarse células de distintos subtipos, predominando uno
de los subtipos. Notablemente, el subtipo neural suele encontrarse en la periferia del tumor
4647, ademas, este subtipo no presenta alteraciones génicas caracteristicas, lo cual sugiere que
esta firma puede resultar de la presencia de células no cancerosas en la muestra. De hecho, en
2017, se realiz6 una clasificacion de glioblastoma basada en el transcriptoma, inicamente de
células cancerosas, eliminando el de células del estroma 48. En este estudio solamente se
identificaron los subtipos proneural, mesenquimal y clasico, dando soporte al hecho de que la

firma neural deriva de células sanas del parénquima adyacente al tumor 48.

Cabe destacar que, en este interesante estudio, también encontraron que la pureza del
tumor, es decir, el grado en que predomina un tipo celular en el mismo, dista entre los pacientes
48_ Al analizar el valor prondstico de la clasificaciéon basada en genes intrinsecos al glioma no
encontraron diferencias en sobrevida entre los pacientes de los distintos subtipos; no obstante,
al restringir el andlisis a tumores de alta pureza, hallaron valor pronéstico para esta

clasificacion, siendo la media de sobrevida de los pacientes de subtipo mesenquimal menor a la
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de los pacientes de los otros dos subtipos (medias de 11.5, 14.7, y 17 meses para pacientes de
los subtipos mesenquimal, clasico y proneural, respectivamente). Por otra parte, en el subtipo

proneural, encontraron una correlacidn positiva entre pureza del tumor y sobrevida 4.

En este estudio aportaron también mas informaciéon en torno a los diferentes subtipos
tumorales, especificamente en torno a los tipos de células infiltradas en los tumores. El subtipo
mesenquimal presenta una alta proporcion de células infiltradas, entre las que se encuentran
macréfagos M1 y M2, asi como neutroéfilos. Por otro lado, el subtipo clasico se caracteriza por la
elevada infiltracién de células dendriticas y el subtipo proneural por una reduccion significativa

de la cantidad de células T CD4+48,

Dentro del subtipo proneural, se propuso realizar otra clasificacion con valor pronéstico.
Esta clasificacion se basa en el grado de metilacion del ADN en zonas especificas de
determinados loci, denominadas islas CpG, que son regiones de ADN con un alto contenido de
guaninas y citosinas. Se encontraron dos grupos de pacientes, aquellos que presentan
hipermetilacién en estas zonas (fenotipo G-CIMP) y aquellos que no 4950. El grupo G-CIMP
podria corresponder al grupo de pacientes IDH mutante, pues se observo que este grupo
presenta una alta frecuencia de mutaciones en esta enzima y, como se mencion6 previamente,

estas mutaciones resultan en hipermetilacion del ADN.

Notablemente, los pacientes con fenotipo G-CIMP eran mas jévenes que los demas pacientes
del subtipo proneural y su diferencia en sobrevida era considerable, mostrando, los pacientes
con hipermetilacién, una media de 150 semanas y, los pacientes sin hipermetilacion, una media
de 42 semanas. El grupo G-CIMP se caracteriza por una alta frecuencia de mutaciones en el gen
para la helicasa ATRX (proteina asociada al sindrome alfa-talasemia con retraso mental ligado
al cromosoma X), asi como por amplificaciones del oncogen MYC. Ademas, este tipo de tumores

presenta menos amplificaciones del cromosoma 7 y regulaciéon negativa de genes asociados a
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invasién y al subtipo mesenquimal, lo cual puede explicar la mejor prognosis. Asimismo, este
grupo de pacientes tiene una alta frecuencia (79% de los pacientes vs 46% de pacientes sin
fenotipo G-CIMP) de hipermetilacion en el promotor del gen O06-metilguanina-ADN-
metiltransferasa (MGMT), cuyo producto (enzima del mismo nombre) remueve grupos alquilo
del ADN y es capaz de revertir la alquilaciéon inducida por temozolomida, confiriendo
resistencia a este fAirmaco, estindar en el tratamiento de glioblastoma. Este hecho también

puede explicar la mejor prognosis 49.50,

En 2012, otro grupo de investigacion realizé una clasificaciéon de tumores de glioblastoma,
basada también en grado de metilaciéon del ADN. Notablemente, este estudio incluy6 tumores
provenientes de nifios, adolescentes, adultos jévenes y adultos 47. Al realizar la clasificacidn, se
hallaron 6 subgrupos de tumores, cada uno caracterizado por un rango de edad *’. Estos
investigadores también clasificaron los tumores con base en el sistema de Verhaak y
colaboradores 45, encontrando, dentro del subtipo proneural, 3 tipos de tumores con distinto
grado de metilacién. La clasificacién descrita en el parrafo anterior, que también se bas6 en
metilacion, encontr6 dos grupos de tumores dentro del subtipo proneural, los tumores G-CIMP
y los tumores sin hipermetilacion 4950. En este trabajo se encontrd, dentro del subtipo
proneural, un grupo con hipermetilacion que corresponderia al grupo G-CIMP (la
hipermetilacion caracteristica de tumores IDHmy: s6lo se hall6 en este grupo, sugiriendo que la
mayoria de los pacientes IDHmu Se ubican en este grupo del subtipo proneural) #7. Asimismo, se
encontraron otros dos tipos de tumores que se ubicarian dentro de los tumores sin
hipermetilacion, el grupo PDGFRA, caracterizado por amplificaciones de este gen, y el grupo
K27, caracterizado por mutaciones que generan sustituciones en el residuo de aminoacido K27
de la variante H3.3 de la histona 3 (estas alteraciones resultan en cambios transcripcionales) 47.
El grupo PDGFRA esta enriquecido en tumores de pacientes adultos jovenes, mientras que el

grupo K27 consta de tumores de pacientes nifios. Notablemente, se apreci6 que los tumores del
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grupo K27 presentan una ubicacién caracteristica; estos tumores se desarrollan en estructuras
de la linea media del sistema nervioso central, como el tdlamo, el puente o la médula espinal,

mientras que el resto de tumores se desarrollan en hemisferios cerebrales 47.

Respecto a los otros 3 grupos de tumores, se encontré un tipo caracterizado por
sustituciones en el residuo de aminoacido G34 en H3.3 (estas alteraciones también resultan en
cambios transcripcionales), baja expresion de los factores de transcripcién de oligodendrocitos
(OLIG) 1 y 2, e hipometilacion global 47. Este tipo de tumores se presentan en pacientes
adolescentes y se encontraron dentro de los subtipos proneural, mesenquimal y clasico de la
clasificacién de Verhaak y colaboradores 45. De esta manera, dentro de estos subtipos se
encontrarian tumores G34 mu. Determinar si un tumor de cierto subtipo transcripcional es de
tipo G34mu tendria importancia en la clinica pues los pacientes con estos tumores muestran

mayor sobrevida que aquellos sin esta mutacion.

Acerca de los otros dos tipos, se encontraron grupos con patrones de metilacién
caracteristicos que estaban enriquecidos en los subtipos mesenquimal y clasico de Verhaak y
colaboradores 45, respectivamente 47. Se describié un rango amplio de edad en el subtipo
mesenquimal (edades de 2-85 afios, con media de 47 afios) y enriquecimiento de pacientes
adultos en el subtipo clasico 47. De esta manera, considerando los resultados de este estudio,
del estudio anterior de metiloma, y los del estudio de transcriptoma de Verhaak y
colaboradores 45, se podrian clasificar los tumores en varios subtipos y cada subtipo en grupos,

tal como se muestra en la Figura 2.
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Figura 2. Clasificacién del glioblastoma, considerando los estudios de transcriptoma y
grados de metilacion del ADN.

Pasando al tema de la presentacidn clinica de esta patologia, se han descrito varios sintomas
en los pacientes. En un estudio observacional realizado en adultos con glioblastoma, se
encontré que los principales son dolor de cabeza (57% de los pacientes), pérdida de memoria
(39%), cambios cognitivos (39%), problemas motores (36%) y en habla (36%), cambio de
personalidad (27%), convulsiones (24%), problemas visuales (21%), cambios en la conciencia
(18%), nausea y vomito (15%), problemas sensoriales (12%), y papiledema (inflamacion del
nervio 6ptico, al entrar al ojo, debida al aumento en presion intracraneal, se presenta en 5% de

los pacientes) 51

El dolor de cabeza, la ndusea y el vomito se deben al aumento en la presién intracraneal
debido al crecimiento tumoral 52, mientras que los problemas neurolégicos resultan de la
compresion de estructuras cerebrales 3. Por otro lado, las convulsiones se generan por

alteraciones en las redes neurales y por un aumento en la concentracidon extracelular de
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glutamato y potasio. Las redes neurales estan alteradas en esta patologia por la muerte neural
(debida a excitotoxicidad resultante del aumento del exporte de glutamato por células de
glioma), asi como por fenémenos de plasticidad neuronal, axonal y sinaptica. Estas alteraciones
resultan en la disminucién de vias inhibitorias y el aumento en vias excitatorias, resultando en

convulsiones 54,

En relacién al aumento extracelular de glutamato, éste se debe, principalmente, a un
incremento en la expresion de la subunidad catalitica del transportador cistina/glutamato
(SXC) en algunos pacientes con glioblastoma 55-58. Estos transportadores meten a la célula
cistina y sacan glutamato, por lo cual su sobre-expresion resulta en un aumento en los niveles
extracelulares de este neurotransmisor excitador y en convulsiones 5%. Ademas, en pacientes
con glioblastoma, la barrera hematoencefalica estd dafiada, resultando en la extravasacién de
glutamato del suero sanguineo, lo cual también contribuye al aumento en su concentracién en
el parénquima cerebral 5460, Asimismo, en pacientes con mutaciones en la enzima isocitrato
deshidrogenasa (mutacion comuin en glioblastoma secundario, el cual deriva de otro
astrocitoma de menor grado), se produce el metabolito oncogénico 2-hidroxiglutarato, el cual

tiene una estructura similar al glutamato y genera los mismos efectos 6.

De igual manera, una disminucién en la sefializacién por GABA (sefiales inhibitorias)
contribuye al efecto excitador del glutamato. La sefializacion por GABA estd alterada en
glioblastoma debido a una disminucién en la expresion y actividad del cotransportador de cloro
y potasio (KCC2), el cual saca iones cloro de la célula, manteniendo una mayor concentraciéon
de este ion en el exterior. De esta manera, en condiciones normales, GABA se une a su receptor
(canal de CI- dependiente de ligando), generando su apertura, la subsecuente entrada de cloro
e hiperpolarizacion. No obstante, al estar alterada la funciéon de KCC2, se presenta una mayor
concentracién de cloro en el interior de la células, ocasionando que, al unirse GABA y abrirse el

canal de cloro, este ion salga de la célula teniendo un efecto despolarizante 62.
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Respecto al incremento en los niveles de potasio, éste también deriva de la alteracion de la
barrera hematoencefalica, pues permite el flujo de albimina del suero sanguineo, el cual puede
ser tomado por astrocitos perivasculares. La acumulacién de albiimina en astrocitos genera la
inhibicién de canales rectificadores de K+, disminuyendo la capacidad amortiguadora de este
ion de los astrocitos. Ademas, también filtra fibrinégeno de la sangre al parénquima, que, junto
con la albimina, pueden inducir astrogliosis reactiva que también comprometeria la capacidad

amortiguadora de los astrocitos, generando hiperexcitabilidad y convulsiones 54.

Finalmente, en relacion al deceso de los pacientes con glioblastoma, éstos fallecen debido a
que el crecimiento del tumor genera presién sobre el tallo cerebral, estructura que regula y
mantiene las funciones cardiaca y respiratoria 3. La presidn sobre esta estructura resulta en

paro cardiaco y respiratorio.

1.1.2. Abordaje clinico y datos epidemioldgicos

El glioblastoma se considera un tipo de cancer incurable, pues no existen terapias que sean
eficientes. A pesar del tratamiento, se presenta una media de sobrevida de 15 meses tras el
diagnostico 15. El abordaje actual consta de cirugia de remocién de la masa tumoral, seguida de
quimioterapia (con el firmaco temozolomida) combinada con radioterapia. Este acercamiento
busca eliminar la mayor cantidad de células con la cirugia y las remanentes con la quimioterapia
y radioterapia. No obstante, la cirugia presenta una gran limitante, la ubicacién del tumor. En
cirugias de reseccion de otros tipos de tumores, por ejemplo, de mama, es posible remover
centimetros de margen del tumor; sin embargo, en el caso del glioblastoma, solo se pueden
remover milimetros de margen (que contiene células cancerosas, pues el glioblastoma es un
tumor infiltrativo), ya que, si se remueven cantidades mayores de tejido cerebral, se

comprometerian funciones relevantes.

21



Ademas, la radioterapia y quimioterapia también presentan problemas, entre los que
destaca la resistencia de algunas células tumorales a estas estrategias. Los tumores de
glioblastoma presentan una subpoblacién de células cancerosas, denominadas células
troncales tumorales, las cuales son resistentes a ambos tratamientos y son capaces de

restablecer el tumor 2164,

Asimismo, las modalidades de radioterapia que se aplican actualmente en pacientes con
glioblastoma implican la aplicacién directa de radiacién hacia el tumor 65, lo cual genera que
células de la periferia del tumor o células cancerosas presentes en el parénquima adyacente
reciban dosis subletales de radiacion. Por ejemplo, en México, las modalidades de radioterapia
recomendadas por instituciones de salud publica son radioterapia conformacional,
estereostatica, radiocirugia, y braquiterapia 5. En la radioterapia conformacional, se obtienen
imagenes del tumor (por tomografia computarizada o resonancia magnética) y un equipo aplica
radiacién directamente al tumor 66. En la radioterapia estereostatica, se fija la cabeza del
paciente con un soporte y se aplica radiacién intensa en una pequena parte del tumor ¢e.
Respecto a la radiocirugia, la radiacion se aplica durante una cirugia, en la cual, se aparta el
tejido sano y se dirige la radiacién hacia el tumor 6. Por tltimo, la braquiterapia consta del uso
de implantes de material radiactivo en el centro del tumor ¢6. De esta manera, en todos los casos,

existen células cancerosas sometidas a cantidades subletales de radiacion.

Notablemente, se ha encontrado que la radiacién subletal de células cancerosas permite la
activacion de mecanismos pro-sobrevivencia, entre los que se encuentra un aumento en la
migracion celular, que permite a las células escapar de la radiaciéon 67. De esta manera, la
radiacion subletal en ciertas células cancerosas permite que la patologia persista y puede
explicar la observacion de que la reincidencia en pacientes con glioblastoma ocurre en el area

contigua al primer tumor.
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Cabe destacar que el abordaje clinico para glioblastoma también ocasiona efectos
colaterales. La quimioterapia y radioterapia afectan funciones cognitivas. Existen estudios que
indican que los pacientes bajo este esquema de tratamiento pueden desarrollar problemas de
aprendizaje, memoria y motores 6869, Asimismo, se ha reportado que, en roedores, la

temozolomida reduce la regeneracién neuronal en el hipocampo 7°.

De igual manera, se pueden presentar complicaciones graves en la cirugia, entre las que se
encuentran dafio vascular o al parénquima cerebral sano, hematomas, convulsiones,

hidrocefalia, y trombosis vascular profunda, entre otros 71.

Ademas de estos problemas, el tratamiento es altamente costoso, por ejemplo, el esquema
estandar de quimioterapia consiste en tomar 1 cdpsula de temozolomida (100 mg) al dia,
durante 25 dias, posteriormente, cada 20 dias, tomar 2 o 3 capsulas durante una semana, hasta
completar 6 meses de tratamiento 72. Una caja con 5 cipsulas de temozolomida tiene un costo
promedio de 55 salarios minimos (salario minimo 2022), por lo tanto, la quimioterapia

completa cuesta aproximadamente 932 salarios minimos (salario minimo 2022).

No conforme con los problemas con el tratamiento, la incidencia y mortalidad mundial de
tumores cerebrales ha aumentado en afios recientes (Tabla 1) 7374 Asimismo, existen informes
de diversos paises (Inglaterra, Estados Unidos y Australia, entre otros) que indican que la
incidencia de glioblastoma ha incrementado en los dltimos afios 7576. Estas tendencias se
pueden atribuir a un aumento en la exposicidn a los factores de riesgo del glioblastoma, entre
los que destacan el uso de teléfonos celulares y la exposicion a agroquimicos 77-81. En ambos
casos, la proporcion de la poblacidn expuesta a estos factores contintia aumentando. En este
contexto, es evidente la necesidad de encontrar nuevos farmacos que permitan abordar de

manera eficiente este creciente problema de salud.
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Tabla 1. Cambios en incidencia, mortalidad y letalidad mundial de tumores cerebrales 7374,

Ailo Incidencia Mortalidad Letalidad
2012 256,213 189,382 73.92%
2018 296,851 241,037 81.20%

Este trabajo busca evaluar el efecto citotdxico y los mecanismos involucrados del
metabolito secundario vegetal jacareubina, en células de glioblastoma humano. Este estudio se
realizd en la linea celular DBTRG-05, que representa un modelo apropiado de esta enfermedad,
pues presenta alteraciones cromosdémicas y genéticas comunes en la clinica (Tabla
Suplementaria 1) 82. Ademas, muestra caracteristicas fenotipicas, como resistencia a farmacos

y radiacion, que son frecuentes en los pacientes con este padecimiento 83.
1.2. Jacareubina

La jacareubina es un metabolito secundario presente en el duramen del arbol Calophyllum
brasiliense Cambess (Calophyllaceae), especie que se distribuye en América Latina, desde Brasil
hasta México 98485, En México, esta especie se ubica principalmente en el sur de Veracruz, oeste
de Tabasco y norte de Chiapas 9. La jacareubina pertenece al grupo de las xantonas y, al haber
sido la tercera xantona aislada del duramen de C. brasiliense en México 85, en algunos trabajos
se le denomina xantona III. Las xantonas son compuestos con un esqueleto C6-C1-C6, derivados
de la benzofenona (Figura 3). Pueden ser simples o modificadas por algin sustituyente 9, la

jacareubina posee un sustituyente isoprenilo que se encuentra formando un pirano.

Figura 3. Estructuras de la
jacareubina (a) y su precursor, la

OH 0 0
= benzofenona (b), en la cual se
H,C aprecia la estructura C6-C1-C6
0 0 OH
H,C
OH

que caracteriza a las xantonas.

a)
b)
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Se ha descrito que la jacareubina presenta actividad antitumoral en diversas lineas
celulares cancerosas, entre ellas, lineas de cancer cervical, de laringe, hepatico, linfoma, y
glioblastoma (Tabla 2) 9-12, Sin embargo, los mecanismos involucrados en este efecto no se han
evaluado ampliamente. Unicamente se ha informado que la jacareubina induce arresto del ciclo

celular y apoptosis en células de cancer cervical 1.

Notablemente, las concentraciones a las cuales se ha observado que la jacareubina
reduce la viabilidad de células cancerosas no son toxicas en células normales (Tabla 2) 13. Esto
revela que la jacareubina es un compuesto potencial para el desarrollo de farmacos que
eliminen efectivamente a células cancerosas, sin tener efectos negativos en células normales y,
por lo tanto, sin ocasionar efectos secundarios.

Tabla 2. Concentracion inhibitoria media de la jacareubina en algunos tipos de células
cancerosas y normales, con 48 horas de incubacion.

Tipo celular Clso (uM) Referencia
Linfoma 3.4 9
Glioblastoma 2.7 9
Cancer cervical 1.1 11
Cancer de laringe 2.5 9
Cancer de pulmo6n 6.9 1
Células sanguineas periféricas 104.5 13

mononucleares proliferativas

Células sanguineas periféricas 122.5 13
mononucleares en fase Go

Ademas, la concentracion inhibitoria media (Clso) encontrada para temozolomida,

farmaco estandar en el tratamiento de glioblastoma, en la linea celular de glioblastoma U251,
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es de 57.6 uM 86, mientras que la de jacareubina es de 2.7 uM 9. Lo anterior demuestra que, en

este modelo de estudio, la jacareubina presenta una mayor potencia.

De esta manera, es relevante estudiar los mecanismos involucrados en los efectos

citotoxico y dual (téxico en células cancerosas y no téxico en normales) de la jacareubina.

1.3.  Especies reactivas del oxigeno (ERO)

Un mecanismo que podria estar involucrado en el efecto citotoxico de la jacareubina en
células cancerosas y que también podria explicar el efecto dual de esta xantona, es el aumento
en los niveles celulares de ERO. Las ERO son moléculas oxidantes que, en altas concentraciones,
pueden inducir dafio celular al reaccionar con diversas biomoléculas, alterando su funcién
biolédgica 87. Las ERO incluyen radicales libres, como los radicales superéxido (02-) e hidroxilo
(OH), asi como moléculas no radicales, como el peréxido de hidrégeno (H:0:) y el anién

peroxinitrito (OONO-) 87.

La principal fuente de ERO son los complejos [ y Il de l1a cadena de transporte de electrones
mitocondrial, donde el oxigeno molecular se reduce por un electrén, formando el Oz, que se
considera la especie reactiva primaria, al ser capaz de formar otras ERO 14 (Figura 4). Este
radical puede recibir un electrén y dos protones, formandose el H;0,. Esta reacciéon es
catalizada por la enzima superéxido dismutasa (SOD) 88. El H20, puede ser metabolizado por
diversas enzimas antioxidantes; por ejemplo, la catalasa, que produce agua y oxigeno. No
obstante, si el H20; reacciona con un metal reducido como el Fe2* y el Cu*, recibe un electrén
proveniente de éste, con lo cual se rompe en un anién hidroxilo y un OH,, que es la especie del

oxigeno mas reactiva. Esta reaccion se denomina reaccién de Fenton 8.
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Figura 4. Formacién de especies reactivas del oxigeno (ERO).

Las ERO producidas en el metabolismo son neutralizadas por el sistema antioxidante
enddégeno, cuyos componentes se dividen en enzimaticos y no enzimaticos. Respecto a los
componentes enzimaticos, los mas relevantes son las enzimas SOD y catalasa, asi como las

enzimas de los sistemas glutation peroxidasa (GPx) y peroxirredoxina (Prx) 8°.

Como se menciond previamente, la enzima SOD metaboliza el O~ en H;0;, que es menos

reactivo, y en gas 0,9,

02+ 02+ 2 H+ -> H,0,+ 0,

Posteriormente, el H,0; es reducido para formar agua. Esta reduccion puede ser catalizada
por la enzima catalasa, asi como por los sistemas GPx y Prx 1. La enzima catalasa reduce al H;0»,
en dos pasos, a través del grupo hemo de su sitio activo 2. Primero, el hierro del grupo hemo se
une a un atomo de oxigeno del H0, con lo cual se libera agua. Posteriormente, otra molécula
de H20; se une a la catalasa y uno de sus atomos de oxigeno se asocia al oxigeno que ya estaba
unido al hierro, con lo cual, se genera gas 0». Por otra parte, se libera otra molécula de agua 1.
De esta manera, se producen en total dos moléculas de agua y una de gas O, La reaccién general

se presenta a continuacion.

H,0; + HzOz% 0, + 2 H,0

El sistema GPx tiene dos componentes enzimaticos, las enzimas GPx y glutatién reductasa

(GR). La primera reduce al H:0; empleando electrones del tiol glutation (GSH), que,
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posteriormente, es reducido por la enzima GR, la cual usa como donador de electrones al

NADPH 14,

Respecto al sistema Prx, éste consta de cuatro componentes, las enzimas peroxirredoxina y
tiorredoxina reductasa y los donadores de electrones NADPH y tiorredoxina. La
peroxirredoxina reduce al H,0,, a través de un residuo de cisteina (cisteina peroxidatica), el
cual forma un puente disulfuro con otro residuo de cisteina (cisteina resolutiva) de una
molécula de Prx vecina. Este puente disulfuro es, posteriormente, reducido, siendo el donador
de electrones la tiorredoxina (a través de dos residuos de cisteina en un motivo altamente
conservado). Este componente finalmente es reducido, por accién de la enzima tiorredoxina

reductasa, que emplea como donador de electrones al NADPH 92-94

En torno a los componentes no enzimaticos, este tipo de antioxidantes neutralizan
directamente especies reactivas. Entre este tipo de componentes se encuentran el GSH, la

vitamina E, la vitamina C, polifenoles, y carotenoides, entre otros %.

En células cancerosas existe una mayor producciéon de ERO. En glioblastoma se han
descrito diversas fuentes de ERO. Se han encontrado mutaciones en el ADN mitocondrial que
pueden ser somaticas o de linea germinal y que resultan en alteraciones en la estructura de los
complejos de la cadena de transporte de electrones, lo cual conduce a un aumento en la
produccion de ERO. Por ejemplo, existe una mutacidon puntual en el gen mitocondrial que
codifica para el citocromo b del complejo Ill, que resulta en un cambio del residuo de
aminoacido en la posicion 252. Este residuo es central para la funciéon del complejo 11, pues
media el bombeo de protones, de tal suerte que, con la proteina mutada, se predice que se
reduzca la velocidad del bombeo de protones y la remocién de electrones del ubiquinol y la
ubisemiquinona, con lo cual aumentaria la produccién de ERO %. También existe otra mutacion

puntual, presente en un tercio de los pacientes con glioblastoma, en el gen del citocromo b, la
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cual genera la sustitucion del residuo del aminoacido aromatico fenilalanina de la posicién 18
por el residuo del aminodcido alifatico leucina. Este sitio es un pocket que forma parte del sitio
Qi, en el cual se une la ubiquinona, y que restringe las interacciones entre ésta y el grupo hemo
del citocromo b, haciendo eficiente la transferencia de electrones. El cambio de un residuo de
aminoacido aromatico voluminoso por uno alifatico abre el pocket, permitiendo otras
interacciones entre la ubiquinona y el grupo hemo, lo cual, se presume, reduce la eficiencia en
la transferencia de electrones de este grupo a la ubiquinona, aumentando la vida media del

radical ubisemiquinona y favoreciendo la formacién de ERO 2.

También se han hallado alteraciones en otros complejos de la cadena de transporte de
electrones, las cuales conducen a un aumento en los niveles de ERO. Por ejemplo, en
glioblastoma se puede presentar pérdida de la subunidad B del complejo I 97, mientras que la
subunidad A, en este tipo de cancer, no presenta alteraciones . La subunidad A oxida al
succinato y transfiere los electrones a la subunidad B, la cual los transfiere a la subunidad C, la
cual a su vez los transfiere a la subunidad D, que, finalmente, reduce a la ubiquinona, formando
ubiquinol. Ante alteraciones en la actividad de las subunidades distales (B, C y D), la actividad
de la subunidad A puede permanecer intacta. No obstante, al haber problemas en la
transferencia de electrones hacia complejos distales, el oxigeno presente en la matriz
mitocondrial puede oxidar a la subunidad A y formar O,-. De esta manera, la pérdida de la

subunidad B en glioblastoma también contribuye al aumento en los niveles de ERO 9.

Ademas, en glioblastoma, existen alteraciones en vias de sefializacién asociadas a
procesos carcinogénicos, las cuales conducen a un aumento en los niveles de ERO. Por ejemplo,
algunos pacientes con glioblastoma presentan mutaciones en P53, generando pérdida de su
funcion. Estas mutaciones conducen a un aumento en los niveles de ERO pues P53 favorece su
detoxificacion, al actuar sobre blancos como el factor nuclear 2 relacionado al factor eritroide

2 (Nrf2, regulador maestro de la respuesta antioxidante) 100. Asimismo, en una gran proporcion
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de pacientes (60% de pacientes con glioblastoma primario) hay un aumento en la sefializacién
por EGFR 101, Notablemente, este incremento aumenta los niveles de ERO pues EGFR favorece
el ensamblaje de las isoformas de la NADPH oxidasa (NOX) 1y 2, importantes fuentes de radical
superoxido 102103, De igual manera, en varios pacientes existe un aumento en la actividad de la
via fosfatidilinositol-3 cinasa (PI3K)/AKT/mTOR (mas del 90% de pacientes con glioblastoma
primario a través de la pérdida de PTEN) 104, la cual inhibe la actividad del factor de
transcripciéon 3 de la familia Forkhead box (FOX03) 100, el cual favorece la respuesta
antioxidante al inducir la sintesis de enzimas como Mn-SOD y catalasa 105. De esta manera, esta

via también contribuye a los niveles de ERO elevados que se observan en glioblastoma.

Por otro lado, las células de glioblastoma conservan la actividad metabdlica
mitocondrial (incluso se puede presentar un aumento en glutamindlisis, la cual aporta
metabolitos para el ciclo de Krebs) 100106 y, con el aumento en la tasa metabdlica caracteristico
de células cancerosas, ocurre una mayor formacion de los equivalentes reductores NADH y
FADH,. De esta manera, se presenta una mayor tasa de transporte de electrones en los
complejos mitocondriales, generandose un aumento en el potencial de la membrana
mitocondrial interna, el cual reduce la velocidad de transporte de los electrones, favoreciendo

asi la produccién de ERO.

Ademas, como se mencioné previamente, existen zonas del tumor donde las células
estdn sometidas a hipoxia y a ciclos de hipoxia/reoxigenacion 31. En diversos estudios se ha
descrito que la hipoxia aumenta los niveles de ERO citosdlicos y que, bajo estas condiciones, la
produccion ocurre, principalmente, a partir del radical ubisemiquinona 107, intermediario
metabolico formado tras la oxidacién de ubiquinol en el complejo 111 de la cadena de transporte
de electrones. A pesar de que el aumento de ERO es evidente, los mecanismos involucrados ain
no son claros. Se han propuesto tres hipotesis, la primera indica que la producciéon de ERO

disminuye tras la reduccién en los niveles de oxigeno, pero el transporte de estas moléculas
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fuera de la mitocondria incrementa. La segunda hipétesis indica que la caida en los niveles de
oxigeno modifica la estructura de la membrana mitocondrial interna conduciendo a una mayor
interaccién entre el oxigeno y el radical ubisemiquinona. Finalmente, la tercera hipdtesis
sugiere que, en condiciones hipdxicas, hay una reduccién en la velocidad de oxidacién de la
ubisemiquinona, lo cual favorece la formacién del radical superéxido 197. Recientemente, se
describié que la hipoxia conduce a un aumento en ERO citosoélicas pero no mitocondriales, las

cuales de hecho disminuyen, dando sustento a la primer hip6tesis 108,

Como se menciond, las células de glioblastoma también estdn sometidas a ciclos de
hipoxia y reoxigenacién, que conducen a un aumento en las ERO, debido, al menos en parte, a
un aumento en la expresion del gen NADPH oxidasa 4 (NOX4) 199.110; aunque la contribucién de
otras fuentes de ERO requiere ser evaluada. Notablemente, este incremento favorece procesos
carcinogénicos, como la progresion tumoral, migraciéon celular e invasién del parénquima
adyacente, al actuar sobre blancos como proteinas cinasas activadas por mitégeno (MAPK) y

NF-kB 109,110,

Ademas, se encontré que, en glioblastoma, las ERO producidas durante la hipoxia ciclica
inducen quimiorresistencia al activar a HIF1 y NF-kB, que median la expresion del gen

semejante a BCL2 1 (BCL2L1), cuyo producto inhibe la muerte por apoptosis 111.

Como se menciond previamente, las ERO promueven procesos carcinogénicos, como
proliferacién celular y metastasis. Respecto a la proliferacién, las ERO la promueven al actuar
sobre diferentes blancos. Por ejemplo, conducen a la metilaciéon e inactivacién de genes
supresores de tumores, entre los cuales, destacan el correpresor transcripcional del

retinoblastoma 1 (RB1) y CDKNZA, los cuales regulan negativamente el ciclo celular 14.

Asimismo, las ERO modulan la actividad de vias proliferativas, como la via PI3K. Esta via

comienza con la activacién de receptores tirosina cinasa tras la unién de sus ligandos, lo cual
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resulta en la activacion de la enzima PI3K. Esta cinasa forma, en la membrana plasmatica,
fosfatidilinositol trifosfato (PIP3) a partir del lipido membranal fosfatidilinositol difosfato
(PIP2). La cinasa dependiente de fosfatidilinositol 1 (PDK1) se une al PIP; formado; de igual
manera, la cinasa AKT es reclutada en la membrana, con lo cual se permite su fosforilacién y
activacion mediada por PDK1. La forma activa de AKT actia sobre distintos blancos para
promover la proliferacién y sobrevivencia celular. Entre sus blancos se encuentran proteinas
que participan en el ciclo celular, en procesos anabdlicos y en la regulacién de la apoptosis 112.
Las ERO regulan positivamente esta via al bloquear la actividad de la fosfatasa PTEN, la cual

defosforila a PIPs;, impidiendo la activacion de AKT 14,

En relacién a la metastasis, las ERO también tienen varios blancos a través de los cuales
favorecen este proceso. Entre ellos se encuentra la fosfotirosina fosfatasa (PTP), la cual es
inhibida por las ERO 113, Esta enzima defosforila e inhibe a la cinasa de adhesidn local (FAK),
proteina integral central para la migracion celular 4 De igual manera, las ERO regulan
positivamente a metaloproteinasas, enzimas que degradan componentes de la matriz
extracelular, permitiendo que las células cancerosas puedan migrar 114-116, Asimismo, las ERO
favorecen la remodelacion del citoesqueleto, proceso vital para la formacién de lamelipodios
(estructuras que permiten la migracion celular) 14, a través de mecanismos como la
estimulacidn de la proteina homdloga a slingshot 1 (SSH1L), la cual activa a la proteina cofilina,
que regula la remodelacion de filamentos de actina 117-119, Ademas, las ERO pueden oxidar
unidades de -actina, ocasionando el desensamblaje de actina y miosina durante la migracién

celular 120,

Sin embargo, las ERO, en niveles demasiado altos, pueden activar distintos tipos de muerte
celular, como apoptosis extrinseca e intrinseca, piroptosis, muerte lisosoma-dependiente,
necroptosis, ferroptosis, entre otras 14121-124, Por ejemplo, las ERO pueden inducir apoptosis

intrinseca, que es un tipo de muerte celular caracterizada por la condensacion del citoplasma y
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el nucleo, la activacidon de caspasas (proteasas que efectian procesos de muerte celular) y
nucleasas, y la fragmentacién de la célula en cuerpos apoptéticos. Este tipo de muerte comienza
con un aumento en la permeabilidad de la membrana mitocondrial externa y la subsecuente
liberacidn de factores apoptéticos ubicados en el espacio intermembranal, como el citocromo
c, que, tras ser liberado, participa en la activacidn del zimégeno de la caspasa-9 (pro-caspasa-
9), proteasa que participa en este tipo de muerte 125. Las ERO pueden estimular esta via al
actuar sobre blancos como pro-caspasa-9, ya que su oxidacion favorece su activaciéon 126,
Asimismo, las ERO también pueden modular la funcién y los niveles de las proteinas que
participan en el proceso de permeabilizaciéon de la membrana mitocondrial externa. Estas
proteinas conforman la familia Bcl-2, la cual se divide en miembros pro-apoptoéticos, que
forman poros en la membrana o que activan a los miembros que forman estos poros, y
miembros anti-apoptoticos, que inhiben la actividad de los primeros. Se ha observado que las
ERO inhiben la actividad del regulador de la apoptosis BCL2 (BCL2), miembro anti-apoptdtico
de esta familia 127. Ademas, favorecen la degradacion de esta proteina e impiden la del agonista
de muerte celular asociado a BCL2 (BAD) y la del regulador de la apoptosis BAX (BAX),

miembros pro-apoptoéticos de esta familia 128129,

Notablemente, las ERO pueden inducir tipos de muerte celular muy variados. Por ejemplo,
no so6lo estimulan tipos de muerte que involucran la acciéon de caspasas, como la apoptosis y
piroptosis, sino también aquellos donde estas proteasas no participan, como la ferroptosis 14121,
tipo de muerte celular con morfotipo necroético, donde las ERO juegan un papel central, ya que

la muerte resulta de un aumento en la peroxidacion lipidica 121,130,

Cuando se alcanzan los niveles de ERO que conducen a estos eventos de muerte, se
considera que se alcanzé el umbral de muerte. El umbral de muerte se ha empleado para
explicar el efecto dual de compuestos con actividad antitumoral. La teoria del umbral de muerte

por ERO explica que los niveles basales de estas moléculas en células cancerosas son mayores
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a los que se presentan en células normales y se presume que diversos compuestos con efecto
dual aumentan las ERO, con lo cual se alcanza el umbral de muerte por ERO en células

cancerosas, pero no en células normales 14,

Es posible que la jacareubina actie a través de este mecanismo, pues su estructura sugiere
que puede unirse covalentemente con el antioxidante intracelular mas abundante, el glutatién.

Este aspecto serd discutido profundamente en el siguiente apartado.

1.4. Glutation

1.4.1. Caracteristicas generales

El glutation es el tiol de bajo peso molecular mas abundante en las células, presente en la
mayoria de los eucariontes y bacterias Gram-negativas, asi como en algunas bacterias Gram-
positivas 131, Este tiol es el principal antioxidante celular y consta de un tripéptido formado por
cisteina, glicina y glutamato 132, siendo el residuo de cisteina, por medio de su grupo tiol, el que

participa en reacciones de reduccion 133,

El glutatién atrapa directamente algunas ERO, entre ellas, los radicales OH: y el OONO- 134,
Ademas, como se menciond previamente, es empleado por componentes enzimaticos del

sistema antioxidante.

Respecto a la sintesis de este tiol, este proceso puede ocurrir de novo o a partir de glutation
extracelular. La sintesis de novo consta de dos reacciones, la primera consiste en la conjugacion
de un residuo de cisteina con uno de glutamato, reaccion catalizada por la enzima glutamato
cisteina ligasa. La segunda reaccion consiste en la unidn del dipéptido resultante con un residuo
de glicina y es catalizada por la enzima glutation sintetasa. Ambas reacciones son dependientes

de ATP 135,
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Por otro lado, la sintesis a partir de glutatiéon extracelular (cuya principal fuente es el
higado), involucra la accién de la enzima y-glutamiltranspeptidasa, la cual se encuentra en la
membrana plasmatica, con su sitio activo en la cara externa de la membrana. Esta enzima
transfiere el glutamato del glutatién a otro aminoacido, resultando un y-glutamil-aminoacido y
un dipéptido cisteina-glicina 134 Este dipéptido entra en la célula y es hidrolizado. Por otro lado,
el y-glutamil-aminoacido también entra a la célula y es escindido en oxoprolina y un
aminodcido. La oxoprolina después da origen a glutamato por accién de la enzima oxoprolinasa
134, Finalmente, los aminoacidos resultantes son reciclados para la sintesis de GSH por la via

previamente descrita 135,

Se ha reportado que, en células de glioblastoma, los niveles intracelulares de GSH son
elevados 136, Esta caracteristica previene el dafio excesivo que podria resultar de los altos
niveles de ERO en estas células y, cabe destacar, que se ha descrito que la reduccién de los

niveles de GSH disminuye la proliferacion de células de glioblastoma 132,

1.4.2. Antineoplasico temozolomida y su relacion con el antioxidante glutation

Notablemente, el GSH esta asociado a la resistencia al fArmaco estandar en el tratamiento
de glioblastoma, la temozolomida. La temozolomida (Figura 5) es un pro-farmaco a partir del
cual se genera un agente alquilante. La temozolomida es estable en pH acido, lo cual permite su
administracion oral; no obstante, este compuesto es labil en pH mayor a 7. De esta manera, tras
ser absorbida, la temozolomida solamente tiene una vida media de 1.8 h en plasma (pH 7.4). En
plasma, la temozolomida se degrada en 5-(3-metiltriazol-1-il)imidazol-4-carboxamida (MTIC),
compuesto que reacciona con agua, formando el catién metildiazonio (Figura 5) y 5-
aminoimidazol 4-carboxamida. El metildiazonio, tras entrar al nucleo celular, metila
principalmente guaninas en posicion N7 (70% de sus modificaciones). Ademads, también metila

adeninas en posiciéon N3 (9%) y guaninas en posicién 06 (6 %).
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Figura 5. Estructuras del pro-farmaco temozolomida (a) y su fArmaco derivado, el
metildiazonio (b).

Las alteraciones de guaninas en posicion N7 y de adeninas en posiciéon N3 son reparadas
rapidamente por el sistema de reparacién por escision de bases (BER). Sin embargo, las
guaninas metiladas en la posicién 06 pueden persistir y ser apareadas, durante la replicacion
del ADN, con timinas y no con citosinas. Este error en el apareamiento es reconocido por el
sistema de reparacion MMR (Mismatched repair), que corta la base mal apareada en la hebra
hija. No obstante, la metilacidn persiste en la hebra templado, con lo cual se vuelve a unir timina
a las guaninas metiladas y se generan ciclos de reinserciéon y remocion de timina. Esto resulta
en rupturas persistentes del ADN y en el colapso del asa de replicacién, fendmeno que conduce

a un arresto en el ciclo celular y, eventualmente, a apoptosis 137.

Ademas, el metildiazonio también genera estas alteraciones en el ADN mitocondrial, el cual
codifica para proteinas de la cadena de transporte de electrones, cuya alteracion esta asociada
a la produccién de ERO. De esta manera, al alterar el flujo de electrones a lo largo de la cadena
respiratoria, la temozolomida incrementa los niveles de ERO, mecanismo que también esta

involucrado en su efecto citotoxico 138,

Cabe destacar que existen mecanismos de resistencia al efecto téxico de la alquilacién del
ADN nuclear. Algunas células de glioma pueden presentar expresion y alta actividad de la

enzima MGMT, la cual remueve grupos alquilo de la posicién 06 de guaninas, de tal suerte que
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la alteracidn letal inducida por el metildiazonio puede ser reparada. Asimismo, algunas células
pueden tener un sistema MMR deficiente, lo cual evita que las timinas mal apareadas sean
removidas. De esta manera, si se presentan estos mecanismos de resistencia, el efecto de la
temozolomida depende Unicamente del aumento en los niveles de ERO. Sin embargo, se ha
reportado que células de glioblastoma presentan también un mecanismo de resistencia a este
efecto, el cual consta de una mayor sintesis de GSH tras el tratamiento. La temozolomida genera
un aumento pequefio de ERO, el cual no alcanza el umbral de muerte y permite la respuesta
antioxidante, que consta de la activacion del factor Nrf2, el cual, como ya se menciond, se
considera el regulador maestro de la respuesta antioxidante 87. Este factor de transcripcién
promueve la sintesis de GSH al activar la transcripciéon de proteinas involucradas en este
proceso. Ademas, Nrf2 induce la expresion de enzimas antioxidantes que emplean al GSH, como
la GPx 87. De esta manera, el GSH impide el aumento de ERO y la accién de la temozolomida

depende unicamente de las alteraciones al ADN previamente descritas.

Probablemente, el caso de jacareubina sea distinto. Notablemente, los carbonos insaturados
B a un carbonilo pueden unirse covalentemente con el azufre de grupos tiol 139. La jacareubina
posee este tipo de carbonos (Figura 3) y, por lo tanto, seria capaz de unirse a GSH. De esta
manera, en el presente trabajo, se propone que la jacareubina se une a GSH, reduce sus niveles
y con ello logra un aumento de ERO que alcanza el umbral de muerte en células cancerosas. El
umbral se alcanzaria debido a que, como se menciond, el sistema antioxidante depende en gran
medida del GSH y, ademas, este antioxidante sostiene la homeostasis redox en células de glioma
ante los elevados niveles basales de ERO. Es probable que el incremento de ERO en células
normales no alcance el umbral de muerte, debido a los niveles basales de ERO menores en

células no cancerosas.
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2. HIPOTESIS

La jacareubina disminuira los niveles de GSH y aumentara los de ERO, con lo cual inducira

muerte celular, en la linea celular de glioblastoma humano DBTRG-05.
3. OBJETIVO GENERAL Y OBJETIVOS PARTICULARES

Estudiar el efecto citotéxico y en el estado redox celular de la jacareubina en la linea celular
de glioblastoma humano DBTRG-05, con el fin de contribuir al desarrollo de fitofarmacos
basados en este metabolito secundario que puedan emplearse en el tratamiento del

glioblastoma.

a) Aislar a la jacareubina de fracciones del extracto metanélico del duramen de
Calophyllum brasiliense.

b) Establecer si la jacareubina reduce la viabilidad en las células de glioblastoma DBTRG-
05.

c) Determinar, en células de glioblastoma, si la jacareubina reduce los niveles celulares del
antioxidante GSH y aumenta los de las ERO.

d) Establecer, en células de glioblastoma, si el efecto citotéxico inducido por jacareubina
involucra la actividad de caspasas ejecutoras y si el aumento en ERO conduce a la
activacion de estas proteasas.

e) Evaluar sila jacareubina es tdxica en astrocitos no tumorales.

4. JUSTIFICACION

El cancer es un problema de salud publica que representa una de las principales causas de
muerte a nivel mundial; una de cada 6 muertes se debe a cadncer 1. En particular, el glioblastoma
es un problema relevante debido a que presenta una alta mortalidad, siendo la media de
sobrevida de 15 meses, con menos del 5% de pacientes que sobreviven mas de 5 afios 15, lo cual
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refleja que las terapias empleadas en su tratamiento no son eficientes. De esta manera, el
estudio de compuestos con propiedades anticarcinogénicas que puedan emplearse para tratar
este padecimiento y el cancer, en general, es necesario. La jacareubina representa un
compuesto potencial para el desarrollo de fairmacos para el tratamiento de cancer, debido a que
presenta un efecto dual, es decir, es tdxica para células cancerosas e inocua para normales 913,
Sus mecanismos de acciéon se desconocen y es necesario su estudio para el desarrollo de
terapias basadas en este compuesto. Un mecanismo que podria estar implicado en su efecto
dual es el aumento de ERO, ya que su estructura evidencia que puede conjugarse con el GSH, lo
cual puede resultar en un incremento de ERO. Con este aumento, en células cancerosas, se
alcanzaria el umbral de muerte por ERO, mientras que, en células normales, no se presentaria

toxicidad debido a que no se alcanzaria dicho umbral.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1. MATERIALES

Las placas para cromatografia en capa fina de Silica gel RP-18 se adquirieron de Merck
(Kenilworth, NJ, EUA). El adsorbente para las columnas cromatograficas C-18 se obtuvo de

Macherey-Nagel (Duren, Alemania).

La linea celular DBTRG-05 de glioblastoma humano y el medio de cultivo RPMI se
adquirieron de ATCC (Manassas, VA, EUA). Los siguientes reactivos se obtuvieron de Sigma
Aldrich (St Louis, MO, EUA): adenina, ATP disédico, cistina, acido 4-(2-hidroxietil) piperacina-
1-etansulfénico (HEPES), hipoxantina, prolina, timidina, dimetilsulféxido (DMSO), fluoresceina
diacetato (FDA), triton X-100, 2-vinilpiridina, GSH, glutatién disulfuro (GSSG), acido 5,5-ditio-
bis-(2-nitrobenzoico) (DTNB), GR de Saccharomyces cerevisiae, NADPH, ditiotreitol, Tris-HClI,
temozolomida y el péptido sintético N-acetil-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-metilcumarina (Ac-

DEVD-AMC). Los siguientes reactivos se adquirieron de ].T. Baker (Center valley, PA, EUA):
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fosfato de sodio dibasico, fosfato de sodio monobasico, acido etilendiaminotetracético (EDTA),
cloruro de sodio y fosfato de sodio dibasico. El suero fetal bovino, la solucién antibiotica
(penicilina-estreptomicina), y el medio basal Eagle se obtuvieron de Biowest (Riverside, MO,
EUA). La sonda carboxi-H,DCFDA se obtuvo de Molecular Probes (Eugene, Oregon, EUA), el
acido sulfosalicilico de Mallinckrodt (St Louis, MO, EUA), el agente de disociaciéon TrypLE
Express de Gibco Laboratories (Gaithersburg, MD, EUA), y el antioxidante Trolox de Calbiochem

(San Diego, CA, EUA).

5.2. METODOS

5.2.1. Aislamiento de la jacareubina

El aislamiento de la jacareubina se realizé en el Instituto de Quimica de la UNAM, en el

laboratorio del Dr. Ricardo Reyes Chilpa, con su asesoria y la del Dr. Jorge I. Castillo Arellano.

A partir de mezclas de las xantonas I1I-V obtenidas en un trabajo previo a partir del extracto
metanolico del duramen de C. brasiliense 149, se separd¢ la xantona IlI. Esto se realizé separando
las mezclas en columnas cromatograficas fase reversa empacadas con Silica Gel C-8. Primero,
se realizaron pruebas en cromatografia en capa fina fase reversa para determinar la fase mévil
a emplear en las columnas. Las placas obtenidas en estas pruebas se visualizaron bajo una

lampara de luz UV.

Se comenzaron las pruebas con la fase mdvil acetonitrilo:agua 7:3, con base en trabajos
previos con otras xantonas preniladas 141, y se probd la adicidon de acido acético, ya que en la
literatura se recomienda la adiciéon de acidos en cromatografia fase reversa para aislar
compuestos de una manera uniforme 142, Tras seleccionar la fase modvil que separaba
correctamente a las xantonas (acetonitrilo:agua en proporciones 65:35, con acido acético al
0.5%), se corrieron las columnas. Se realiz6 cromatografia en capa fina fase normal de las

fracciones obtenidas en las columnas (fase mévil de diclorometano: metanol 95:5) y las placas

40



obtenidas se revelaron con sulfato cérico. Las fracciones que presentaron factor de retardo y
coloracién semejante al estandar de xantona III se recristalizaron con acetona. Finalmente, los
cristales obtenidos se analizaron por resonancia magnética nuclear de hidrégeno y carbono,

para determinar su pureza.

5.2.2. Pruebas bioldgicas

5.2.2.1. Cultivo celular y tratamientos

En este trabajo se empled la linea celular de glioblastoma humano DBTRG-05.
Asimismo, se realizaron pruebas de toxicidad en cultivos primarios de astrocitos de rata, los
cuales fueron proporcionados por el Dr. Julio Moran del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM.
Las células se mantuvieron en una atmdsfera con CO; al 5%, a 37°C. Las células de glioblastoma
se cultivaron en medio RPMI suplementado con (mg/litro): adenina, 10; ATP, 1; cistina, 35;
HEPES, 3570; hipoxantina, 15, prolina, 30; timidina, 1. Los cultivos de astrocitos en medio basal
Eagle. En ambos casos, se adiciond al medio de cultivo suero fetal bovino al 10% y antibidtico

al 1%.

Respecto a los tratamientos, la jacareubina se disolvié en DMSO, en una concentracion
de 250 mM. A partir de este stock, se prepar6 otro en medio de cultivo, con concentracién de
jacareubina 500 pM. Este stock fue filtrado y a partir de él se prepararon los demas
tratamientos. La concentracion maxima de DMSO fue 0.5%, la cual se emple6é como control

negativo, es decir, se consideré como el 100% de viabilidad.

Por otro lado, la temozolomida se disolvio en solucién acuosa de DMSO al 60%. Para
lograr una solucion, la temozolomida en DMSO fue sonicada. Con este stock (12.5 g/ml) se
preparé otro 1000 mM en medio de cultivo, el cual se filtr6 y usé para preparar los demas
tratamientos. La concentracion maxima de DMSO fue 0.7%, la cual se empleé como control
negativo.
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5.2.2.2. Curvas de viabilidad y ensayo FDA

Primero se construyeron curvas de viabilidad en las cuales se evalu6 el efecto de
distintas concentraciones de jacareubina (0.5-500 pM) o temozolomida (10-1000 uM) en la
viabilidad de las células de glioblastoma. Estas pruebas se realizaron en placas de 96 pozos, en
las cuales se sembraron 4000 células por pozo, mismas que se trataron 24 horas después. Cada
tratamiento se prob6 por cuadriplicado y, tras 48 horas de exposicién a cada agente, se evaluo
la viabilidad celular a través del ensayo FDA. Con estos datos, se construyeron curvas
concentracién-respuesta y se determino la concentracion inhibitoria (CI) media (Clso) y la Cl7o,

las cuales se emplearon en los ensayos subsecuentes.

El ensayo FDA evalua la integridad de la membrana citoplasmica y la actividad enzimatica
intracelular. El FDA es un compuesto no polar y no fluorescente que difunde libremente hacia
el interior de la célula, donde es hidrolizado a fluoresceina por esterasas no especificas. La
fluoresceina es polar y fluorescente, por lo cual se acumula en células con membranas intactas
generando fluorescencia cuantificable que indica tanto la actividad enzimatica de las esterasas
como la integridad de la membrana celular 143. Para realizar este ensayo, primero se incubaron
las células con la sonda FDA disuelta en medio de cultivo en concentracién 12 pM por 5 minutos
a 37°C. Posteriormente, se lavaron las células con PBS y se cuantific6 la fluorescencia
(excitacion de 485/20 nm y emision de 528/20 nm) en un lector de placas. La viabilidad celular
resultante de los tratamientos se expresé como el porcentaje de emisioén de fluorescencia con

respecto al control.

5.2.2.3. Toxicidad en astrocitos no cancerosos

Para determinar si la jacareubina es téxica en células no cancerosas, se evalud el efecto de
distintas concentraciones de esta xantona en la viabilidad de astrocitos no tumorales de rata.

Al igual que en las células de glioblastoma, se emple6 la prueba FDA, se construyé una curva
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concentracion-respuesta y se determind la Clso. Asimismo, se calculd el cociente Clso en
astrocitos no cancerosos/Clso en células de glioblastoma, para la jacareubina y la temozolomida.

Este cociente aporta una aproximacion de la amplitud de la ventana terapéutica.

Para tomar en cuenta la heterogeneidad de las lineas celulares de glioblastoma, se
promediaron los datos encontrados en este trabajo para la linea DBTRG-05 con datos de la
literatura para otras lineas celulares. Para que los datos de la literatura fueran comparables, se
emplearon aquellos obtenidos con 48 horas de incubacion. Para la jacareubina, se emple6 el
unico estudio previo de su actividad en glioblastoma, el cual se realiz6 en la linea U251 °. Por
otro lado, para la temozolomida existen varios antecedentes en distintas lineas celulares y los

empleados se muestran en la Tabla Suplementaria 2.

Respecto a los datos de toxicidad de la temozolomida en astrocitos no tumorales de rata,

éstos también se obtuvieron de la literatura 144,

5.2.2.4. Niveles de especies reactivas del oxigeno (ERO)

Para determinar los niveles de ERO se emple6 la sonda diacetato de carboxi-2",7'-
diclorodihidrofluoresceina (carboxi-H,DCFDA). Esta sonda es un compuesto no polar y no
fluorescente que permea libremente hacia el interior de la célula, donde es escindido por
esterasas formandose el compuesto polar carboxi-DCFH;. Este compuesto se acumula en el
citoplasma y es oxidado al compuesto fluorescente DCF que es detectado a 530 nm cuando la

muestra se excita a 485 nm 145,

Para realizar el ensayo, primero se sembraron las células en placas de 48 pozos (8000
células por pozo). Veinticuatro horas después se colocaron los tratamientos (se emplearon 4
pozos por tratamiento). Se evalud la produccion de ERO con cada tratamiento después de 18,
24 y 48 horas de tratamiento. Transcurrido este tiempo, las células se incubaron con carboxi-
DCFDA 15 pM, por 30 minutos, a 37°C. Posteriormente, se realizaron lavados con PBS 1X. Se
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cuantificé la fluorescencia (excitaciéon de 487/20 nm y emision de 528/20 nm) y las células se

visualizaron con el lector multi-modal Cytation 5, empleando los filtros correspondientes.

En cada experimento, la fluorescencia media de cada grupo se corrigié por nimero de
células promedio por grupo. Las células se contaron en fotografias de campo claro obtenidas
con el lector multi-modal. Se obtuvieron 5 campos por pozo en todos los pozos y se empleo el

software Image] para determinar el drea de la imagen.

5.2.2.5. Niveles de glutation (GSH)

Los niveles de GSH se cuantificaron tras 18, 24 y 48 horas de tratamiento. Para
determinar los niveles de este antioxidante en cada muestra se emple6 el método de DTNB con
reciclamiento enzimatico y derivatizacién con 2-vinilpiridina 146, Este ensayo se basa en la
reaccidon del DTNB con el GSH la cual produce el crom6foro TNB y aductos glutation-TNB. El
glutation de los aductos es reciclado por la actividad de la enzima GR (presente en la mezcla de
reaccidn) y puede volver a reaccionar con el DTNB. La enzima GR también forma GSH a partir
del glutation oxidado (glutatiéon disulfuro, GSSG) presente en la muestra. De esta manera, el TNB
formado, que es detectado a 412 nm, es proporcional a la concentraciéon de GSH + GSSG
(glutation total). Para obtener la concentraciéon de GSH, una alicuota de cada muestra es
derivatizada con 2-vinilpiridina que une covalentemente al GSH y permite la cuantificacién
unicamente del GSSG. Al realizar el ensayo con la alicuota derivatizada y la muestra sin
derivatizar, se obtiene la concentracién del GSSG y del glutatién total, respectivamente, y por

medio de una resta se calcula la concentracion de GSH 146,

Para realizar estas determinaciones primero se obtuvieron lisados celulares. Para ello
se despegaron las células con el agente de disociacion TrypLE Express, cuya actividad fue
neutralizada con medio de cultivo suplementado con suero fetal bovino al 10%. Esta suspension

se centrifug6 a 1000 g por 3 minutos para obtener el botdn de células, que fue resuspendido en
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amortiguador de fosfatos y centrifugado nuevamente. Este nuevo botén se resuspendié en
amortiguador de extraccion (fosfato de potasio 0.1 M, EDTA 5 mM, tritén X-100 al 0.1% y acido
sulfosalicilico al 0.6%) y la suspensién se sonicd durante 2 minutos en intervalos de 30
segundos, separados por una breve agitacion. Finalmente, se centrifugaron las muestras a 3000
g por 4 minutos para obtener los lisados. De cada lisado se separaron 100 pl para realizar la

derivatizacion con 2-vinilpiridina (ul por minutos).

El ensayo de DTNB se realiz6 de la manera descrita en la literatura 146. Brevemente, se
colocaron en una microplaca las muestras, asi como estandares de GSH y GSSG, a los cuales se
adicionaron DTNB, GR y NADPH. En un lector de placas, se cuantifico la absorbancia a 412 nm
por 2 minutos en intervalos de 1 minuto. Con estos datos se obtuvieron los cambios de
absorbancia, a partir de los cuales se estimd la cantidad de glutation total, GSH y GSSG en las

muestras.

La cantidad de GSH en cada muestra se corrigié por cantidad de proteina cuantificada

por el método de Bradford 147.

5.2.6. Actividad de las caspasas-3y -7

Para comenzar a elucidar los mecanismos involucrados en la muerte celular inducida por
jacareubina, se realizé un ensayo de actividad de las caspasas ejecutoras -3 y -7. Ademas, para
evaluar si este mecanismo depende del incremento de ERO, se emplearon co-tratamientos con
jacareubina y el antioxidante directo Trolox. Se seleccion6 una concentracién de Trolox que no
es toxica para esta linea celular y que presenta actividad antioxidante (150 pM, Figura

Suplementaria 5).

Para evaluar la actividad de las caspasas-3 y -7 se empled el sustrato fluorogénico Ac-DEVD-
AMC. Las caspasas-3 y -7 presentan selectividad por la secuencia de aminoacidos DEVD, de tal
manera que escinden el sustrato entre el aminoacido aspartato (D) y la AMC. Esta ultima
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presenta fluorescencia azul y puede ser detectada a 442 nm cuando la muestra es excitada a

354 nm 148,

Para obtener las muestras, se sembraron células en proporcién de 25,500 células/cm?2 en
cajas Petri de 60 mm. Los tratamientos se colocaron 24 horas después y, tras 24 horas de
tratamiento, se obtuvieron lisados celulares. Se coloc6 amortiguador de lisis en cada caja (206
uL por caja), se rasparon las células y se lisaron por 30 minutos en hielo. Finalmente, se

centrifugd la suspensidn para obtener el sobrenadante.

En el ensayo se colocaron, en placas de 96 pozos opacas, 40 pL de lisado, 60 pL de
amortiguador de lisis, y 100 pL de amortiguador de reaccion con el sustrato de las caspasas-3
y 7, Ac-DEVD-AMC, en concentracién 50 pM (concentracion final de 25 pM). Finalmente, se
cuantificé, empleando un espectrofluorometro, el AMC liberado (excitacién de 354 nm y
emision de 442 nm) cada 5 minutos por media hora. El cambio de fluorescencia por minuto se

corrigié por cantidad de proteina, la cual se determiné por el ensayo de Bradford.

5.2.7. Analisis estadistico

Las pruebas estadisticas se realizaron en el software R, version 3.6.1. Para los datos de
las curvas concentracién-respuesta se ajusté un modelo de regresion, se realizé una prueba de
bondad de ajuste y una prueba x2 de efecto de la concentracion, la cual compara el modelo
generado con un modelo de pendiente igual a cero. Para los datos de ERO y GSH, se realizaron
pruebas ANOVA de dos vias con post-hoc Tukey (variables independientes: concentracién de
jacareubina y tiempo, variable dependiente: niveles de ERO y GSH, respectivamente). Para los
datos de actividad de caspasa-3 se realiz6 una prueba ART-ANOVA, incluyendo al tratamiento
como variable de efecto fijo y a la identidad de cada experimento independiente como variable
de efecto aleatorio. La normalidad de los datos se evalud con la prueba Shapiro-Wilk y para

homocedasticidad se us6 la prueba Bartlett. Para todas las pruebas, se consideréd un valor
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p<0.05 como estadisticamente significativo. Cada grafica muestra los datos como la media

aritmética + error estandar.

6. RESULTADOS

6.1. AISLAMIENTO DE LA JACAREUBINA

La jacareubina se separd de fracciones del extracto metanoélico del duramen de Calophyllum

brasiliense. Con base en datos de la literatura de separacion de otras xantonas preniladas 141, las

pruebas para estandarizar la fase movil comenzaron con la fase acetonitrilo:agua en

proporciones 7:3. Como se aprecia en la Figura 6, el uso de esta fase generé la separaciéon de las

xXantonas.

Previamente se informd que el acido acético genera una separacién mas eficiente en

cromatografia de fase reversa 142, por lo cual se adiciono a la fase mévil acido acético al 0.5%, lo

que resulté en bandas mas definidas (Figura 7). Debido a este resultado, se decidi6 usar acido

acético en la fase movil.
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Figura 6. Cromatografia en capa fina fase
reversa de mezclas de xantonas,
separadas con fase mdvil acetonitrilo:
agua 7:3. Las primeras 8 muestras
corresponden a las mezclas, la novena es el
estandar de jacareubina y la décima el
estandar de la xantona V.
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Figura 7. Cromatografia en capa fina fase
reversa de mezclas de xantonas,
separadas con fase movil acetonitrilo:
agua 7:3, con acido acético al 0.5%. Las
primeras 8 muestras corresponden a las
mezclas, la novena es el estdndar de
jacareubina y la décima el estandar de la
xantona V.
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Con el fin de aumentar la retenciéon de las xantonas IIl y V en la fase estacionaria y obtener
una mayor resoluciéon al separarlas por medio de columnas cromatograficas, también se
probaron fases méviles méas polares, usando una mayor proporcién de agua. Primero se probé
una fase movil de acetonitrilo y agua en proporciones 5:5 con la cual se obtuvo mayor retencién

en la fase estacionaria, aunque la separacion fue minima (Figura 8).
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Figura 8. Cromatografia en capa fina fase reversa de mezclas de xantonas, separadas con
fase mavil acetonitrilo:agua en proporciones 5:5, con acido acético al 0.5%. Las primeras
8 muestras corresponden a las mezclas, la novena es el estandar de jacareubina y la décima el
estandar de la xantona V.

Posteriormente, se prob6 una fase movil de acetonitrilo y agua en proporciones 6:4. Con
esta fase se observaron a las xantonas en la parte inferior de la placa y la separacion fue mejor
que la obtenida con la fase anterior (Figura 9), no obstante, la distancia entre las xantonas

seguia siendo corta.
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Figura 9. Cromatografia en capa fina fase reversa de mezclas de xantonas, separadas con
fase movil acetonitrilo:agua en proporciones 6:4, con acido acético al 0.5%. Las primeras
8 muestras corresponden a las mezclas, la novena es el estandar de jacareubina y la décima el
estandar de la xantona V.
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Finalmente, se probd la fase acetonitrilo:agua en proporciones 65:35, intermedia entre la
7:3, que separ6 adecuadamente a las xantonas, y la 6:4, que resulté en mayor retenciéon en la
fase estacionaria. Esta fase separd apropiadamente a las xantonas y se observd mayor retencion
en la fase estacionaria que con la fase 7:3 (Figura 10), por lo cual, se seleccioné esta fase movil

para correr las columnas cromatograficas.

Figura 10. Cromatografia en capa fina fase reversa de mezclas de xantonas, separadas
con fase mavil acetonitrilo:agua en proporciones 65:35, con acido acético al 0.5%. Las
primeras 8 muestras corresponden a las mezclas, la novena es el estandar de jacareubina y la
décima el estandar de la xantona V.

Tras correr las columnas cromatograficas, se analizaron las fracciones obtenidas por
cromatografia en capa fina y se encontraron fracciones cuya retencién y coloracion (tras el
revelado con sulfato cérico) coincidian con los del estandar de jacareubina (fracciones 15-17).
Estas fracciones se recristalizaron y los cristales se analizaron por resonancia magnética
nuclear. En los espectros de resonancia se pueden apreciar Unicamente los picos
correspondientes a los hidrégenos y carbonos de la jacareubina (Tablas 3-6 y Figuras

Suplementarias 1-4), lo cual evidencia la pureza de estas fracciones.
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Tabla 3. Asignaciones del espectro de resonancia magnética nuclear de hidrégeno de las
fracciones 15 y 17. Se muestran las caracteristicas de las senales del espectro, las cuales
corresponden a cada proton de la jacareubina. No se observaron sefiales adicionales.

Proton & (ppm) Multiplicidad Integral ] (Hz)

45 1.46 S 5.66 -
2’ 5.73 D 0.91 10.05
o OM 4 6l33 S 1.38 -
8 L '
7 4 AN N X ,/\{\\
Y [ = oo« 1 6.68 DD 1.36 10.68
|H/ 7 No N\F NG {\(I(
o A g
OH 0.63
7 6.98 D 1.08 8.73
8 7.62 D 1.00 8.73

Tabla 4. Asignaciones del espectro de resonancia magnética nuclear de carbono de las
fracciones 15-17. Se muestran los desplazamientos de las sefiales del espectro () y los
carbonos de la jacareubina a los que corresponden. No se observaron sefiales adicionales.

Carbono § (ppm) Carbono & (ppm)

1 161.10
4a 158.69

2 105.22
5a 146.89

3 157.88
8a 113.84

4 95.54
9a 103.54

5 133.27
r 128.65

6 152.29
2’ 115.81

7 114.72
3 78.96

8 117.47
45 28.48

9 181.33
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Tabla 5. Asignaciones del espectro de resonancia magnética nuclear de hidrégeno de la
fraccion 16. Se muestran las caracteristicas de las sefiales del espectro, las cuales
corresponden a cada proton de la jacareubina. No se observaron sefiales adicionales.

Protéon &8 (ppm) Multiplicidad Integral ] (Hz)

45 1.46 S 5.69 -
2’ 5.72 D 1.00 10.05
4 6.34 S 111 -
8
T ] I [oon 4 1’ 6.68 DD 1.66 10.56
S ,_,/‘\\,/// o New
b 4 . 0.48
7 6.99 D 1.05 8.73
8 7.62 D 1.06 8.73

Tabla 6. Asignaciones del espectro de resonancia magnética nuclear de carbono de la
fraccion 16. Se muestran los desplazamientos de las sefiales del espectro (8) y los carbonos de
la jacareubina a los que corresponden. No se observaron sefiales adicionales.

Carbono & (ppm)

Carbono & (ppm)

1 161.07
4a 158.66
2 105.19
5a 146.88
3 157.87
8a 113.81
"
4 95.55 R M A A
9a 103.52 [ 1/‘, 5
W N o \4’//’3\<:/ NeH iy
5 133.26 ff "
1' 128.63
6 152.28
2 115.79
7 114.70
3 78.95
8 117.44
45 28.48
9 181.31
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6.2. PRUEBAS BIOLOGICAS
6.2.1. EFECTO CITOTOXICO DE LA JACAREUBINA EN LA LINEA CELULAR DE

GLIOBLASTOMA HUMANO DBTRG-05

Para evaluar el efecto de la jacareubina en la viabilidad celular de la linea de glioblastoma
humano DBTRG-05, se empled la prueba FDA. Como se aprecia en la Figura 11, la jacareubina
disminuye la viabilidad en esta linea celular de manera concentracién-dependiente,
evidenciando su toxicidad en células de glioblastoma. Cabe destacar, que este efecto se observa

desde concentraciones bajas (menores a 10 pM).

120.00

100.00 ’hT
80.00 J\I
e °U 1
: N
ﬁ 60.00 J\T
=
S 400 I\%‘{ I T
1 11
\
20.00 %
\i
0.00 11
0.0 100 200 30.0 300.0 500.0

Concentracién (pM)

Figura 11. Curva concentracion-respuesta de jacareubina para la linea celular de
glioblastoma humano DBTRG-05. Valor p para la prueba de efecto de la concentracién = 6.6

x10-1L, Clso = 2.6 £ 1.4 pM. n=4-6 experimentos independientes. Concentraciones empleadas
entre 0y 10 uM: 0.5,1, 1.7, 3,4, 5.5y 7.4 uM.

También se compard, en esta linea celular, la potencia de la jacareubina con la del fairmaco
temozolomida, antineoplasico estdndar en el tratamiento de glioblastoma. Notablemente, la
jacareubina presenta mayor potencia que la temozolomida. Tal como se aprecia en la Figura 12,
la temozolomida también ejerce un efecto citotdxico; sin embargo, éste se observa inicamente

en concentraciones elevadas (mayores a 100 pM).
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Figura 12. Curva concentracion-respuesta de temozolomida para la linea celular de
glioma humano DBTRG-05. Valor p para la prueba de efecto de la concentracién = 2.5 x10-7.
Cls0= 545 + 205 pM. n=3 experimentos independientes.

Ademas, se realiz6 un intervalo de confianza para las diferencias de las concentraciones
efectivas de estos compuestos, para concluir que se presenta una diferencia en potencia. Tal
como se aprecia en la Figura 13, el intervalo construido no incluye al cero, por lo tanto, la

potencia de jacareubina y temozolomida es estadisticamente diferente.

400 500
] I

300
|

200
1

Diferencia en potencia

50 100

0

50

Figura 13. Lajacareubina es mas potente que la temozolomida en la linea celular DBTRG-
05. Intervalo de confianza al 95% para las diferencias de las concentraciones efectivas de la
parte lineal de las curvas de viabilidad de jacareubina y temozolomida.

En conclusidn, la jacareubina es téxica para esta linea celular de glioblastoma y su potencia

es mayor que la del farmaco temozolomida.
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6.2.2. TOXICIDAD DE JACAREUBINA EN ASTROCITOS NO CANCEROSOS

Para determinar si el efecto de la jacareubina es especifico a células cancerosas, se evalu6
su toxicidad en cultivos primarios de astrocitos de rata, a través de la prueba FDA. Como se
aprecia en la Figura 14, la jacareubina no reduce la viabilidad en concentraciones de hasta 10
uM, las cuales si presentaron toxicidad en células cancerosas; esta xantona es téxica inicamente

en concentraciones mayores a 10 pM.
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Figura 14. Curva concentracion-respuesta de jacareubina para cultivos primarios de
astrocitos de rata. Valor p para la prueba de efecto de la concentracion = 6.2 x10-12. Clso= 37.5
+ 17.7 uM. n=4-6 experimentos independientes.

Se calculé el cociente Clso en astrocitos no cancerosos/Clso en células de glioblastoma para
la jacareubina y temozolomida (Tabla 7). Este cociente aporta un acercamiento a la ventana
terapéutica de estos compuestos; entre mayor sea el valor, se espera que el fairmaco sea mas

selectivo. Observamos que este valor es mayor para la jacareubina que para la temozolomida

(Tabla 7).
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Tabla 7. Cociente Clsg astrocitos/ Clso células de glioblastoma.

JACAREUBINA TEMOZOLOMIDA

Clso astrocitos sanos de rata (uM) 37.5 400 144
Clso células de glioma humano (M) 2.6 569
COCIENTE 14.4 0.7

Se muestran los datos de Clsp para astrocitos no tumorales de rata y células de glioblastoma
usados para calcular el cociente. Las Clso en células de glioma, para ambos compuestos, se
calcularon promediando las de este trabajo con las reportadas en la literatura para otras lineas.

6.2.3. NIVELES DE GLUTATION

Para determinar si, en efecto, la jacareubina disminuye los niveles de GSH, se cuantific6 este
tiol en lisados de células tratadas con dos concentraciones distintas de jacareubina (Clso y Cl7o).
Asimismo, se evalu6 el efecto de la jacareubina en los niveles de GSH tras 18, 24 y 48 horas de
tratamiento. Tal como se observa en la Figura 15, la jacareubina reduce significativamente los
niveles de GSH y existe una tendencia a una mayor disminucién con la concentracién mayor de
jacareubina (no significativa en cada uno de los tiempos, pero con p<0.002 en general). Por otra

parte, no se observa un cambio de los niveles de GSH en el tiempo.

125 -

75 <
Tratamiento

[ conTroOL
] cig
Clzg

nmolGSH/mg proteina

1.8 2I4 4.8
Tiempo(h)
Figura 15. La jacareubina disminuye los niveles del glutation (GSH). Los datos se
analizaron por ANOVA de dos vias y la prueba post-hoc Tukey. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

n=3 experimentos independientes. Clso: Clso de jacareubina, Clyo: Cl7o de jacareubina.
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6.2.4. NIVELES DE LAS ESPECIES REACTIVAS DEL OXiGENO

Para evaluar si el efecto de la jacareubina sobre los niveles de GSH conduce a un aumento
de ERO, se cuantificaron estas moléculas, empleando la sonda carboxi-DCFDA. Como se observa
en la Figura 16, la jacareubina aumenta las ERO de manera concentracién- y tiempo-

dependiente .
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Figura 16. Lajacareubina incrementa los niveles de especies reactivas del oxigeno (ERO).
Los datos se analizaron por ANOVA de dos vias y la prueba post-hoc Tukey. * p<0.001, a:
p<0.002 vs. CI70 18 y 24 horas. n=3 experimentos independientes. Clso: Clso de jacareubina,
Cl7o: Cl7o de jacareubina.

6.2.5. ACTIVIDAD DE LAS CASPASAS-3Y -7

Para comenzar a dilucidar los mecanismos involucrados en el efecto citotéxico de la
jacareubina, en este trabajo se evalué la actividad de las caspasas-3 y -7. Para este ensayo,
ademas de los tratamientos con jacareubina, se incluyeron co-tratamientos con el antioxidante
Trolox, con el fin de determinar el impacto del aumento de las ERO en la activacién de

mecanismos de muerte celular.
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Debido a que los datos obtenidos presentan heteroscedasticidad, asi como un efecto batch
para cada experimento independiente, se realizé la prueba no paramétrica ART-ANOVA,
incluyendo a la variable experimento como variable de efecto aleatorio. Ya que esta prueba
realiza una transformacién de los datos a rangos, la Figura 17 presenta los rangos de todos los
datos (puntos de colores), asi como los estimados para cada grupo (puntos negros). Puede
apreciarse una tendencia al aumento en el rango para los grupos tratados sé6lo con jacareubina
y una tendencia a la disminucién, respecto a estos grupos, para los co-tratamientos con Trolox.

No obstante, la prueba no encontré diferencias estadisticamente significativas (p = 0.0864).

La distribucién de los datos no transformados puede consultarse en la Figura

Suplementaria 6, que presenta graficos de violin para cada grupo experimental.
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Figura 17. Rangos para la actividad de las caspasas-3 y -7 tras los tratamientos sélo con
jacareubina o en co-tratamiento con Trolox. La grafica presenta todos los datos
transformados a rangos, con colores distintos para cada experimento independiente. También
se presentan los rangos estimados por grupo (puntos negros) con intervalos de confianza al
95%. Los datos fueron analizados por ART-ANOVA (p = 0.0864). n=3-9 experimentos
independientes por grupo. JCB 50: Clso de jacareubina. JCB 70: Cl7 de jacareubina. JCB + T: Co-
tratamientos con Trolox.
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7. DISCUSION

En relacién al método de aislamiento de la jacareubina a partir de fracciones del extracto
metanolico del duramen de C. brasiliense, se discutiran dos aspectos: el efecto de la adicién de
acido acético a la fase movil y el cambio en las proporciones de disolventes en la misma.
Respecto al primer punto, previamente se habia propuesto que, en cromatografia fase reversa,
la adicién de acido acético a la fase mdvil resulta en una separacién mas eficiente 142, En efecto,
en este trabajo se observd que, al agregar acido acético, se genera una mejor separacion
(Figuras 6 y 7). Esto puede explicarse por el hecho de que los protones del acido son capaces
de neutralizar las cargas de los grupos silanol remanentes en el gel de silice 142, evitando
interacciones no especificas, y de generar que la mayoria del compuesto se encuentre en forma

no ionizada *2 y, por lo tanto, se separe en conjunto.

Respecto al cambio en las proporciones de disolventes en la fase movil, éste se realizé para
obtener la mayor cantidad de jacareubina pura. Empleando la fase mévil descrita en la
literatura para otras xantonas, si se separaron estos compuestos; sin embargo, la separacion
ocurri6 en la parte superior de la placa (Figura 7), por lo cual, ocurriria en la parte inferior de
la columna y en consecuencia la distancia de separacion de las xantonas seria corta, resultando
en una baja resolucion. Por ello, se modific6 la proporcion de los solventes. Se empleé una
mayor proporcién de agua para aumentar la polaridad de la fase, reducir la afinidad de las
xantonas por la misma e incrementar su retenciéon por parte de la fase estacionaria 149. En
efecto, el aumento en la proporciéon de agua genera que las xantonas se separen en la parte
inferior de la placa (Figuras 8-10). Se probaron distintas proporciones de acetonitrilo y agua,
entre 5:5y 7:3, y se seleccioné la fase 65:35, al ser aquella que separaba a las xantonas a una

distancia adecuada y en la parte media de la placa.
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Para concluir los aspectos a discutir acerca del aislamiento de la jacareubina, es relevante
mencionar que las sefiales observadas en los espectros de resonancia magnética nuclear, tanto

de carbono como de hidrdgeno, fueron confirmadas con las descritas en la literatura 150,151,

Respecto a las pruebas bioldgicas, de acuerdo con los resultados, la jacareubina es un
compuesto potencial para el desarrollo de farmacos contra glioblastoma, pues tal como se
observa en las Figuras 11 y 14, presenta una alta potencia y baja toxicidad, caracteristicas
deseables para fAirmacos antineoplasicos. Ademas, presenta mayor potencia que el fArmaco
empleado actualmente en la quimioterapia de pacientes con glioblastoma, la temozolomida

(Figuras 12y 13).

Respecto a la diferencia en potencia entre jacareubina y temozolomida, ésta puede
atribuirse al mecanismo de accion de los compuestos. La temozolomida depende de dos efectos,
siendo el principal la alteracién del ADN, y uno complementario, el aumento de ERO 152, Sin
embargo, existen mecanismos de resistencia para ambos efectos. La temozolomida es un agente
alquilante que conduce a alteraciones del ADN, entre ellas, la metilaciéon de guaninas en la
posicion 06, lo cual genera el apareamiento de una timina, en lugar de una citosina. Este error
en la replicacion es reconocido por el sistema MMR, el cual corta la timina apareada; no
obstante, la guanina metilada persiste en la hebra templado. Esto resulta en ciclos de insercion
y remocion de timinas, lo cual genera una persistente ruptura del ADN, el colapso del asa de
replicacion en el siguiente ciclo celular, arresto del ciclo y muerte 41. Existen dos mecanismos
de resistencia a este efecto, en células de glioblastoma. El primero consta de la actividad de la
enzima MGMT, que se expresa en algunas células de glioma. Esta enzima remueve grupos
alquilo de la posicion 06 de guaninas, por lo cual es capaz de reparar el dafio por temozolomida.
Ademas, algunos pacientes, presentan un sistema MMR deficiente, con lo cual, a pesar de que la

mutacién persista (cambio de C por T), no ocurre muerte celular.
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Por otro lado, la temozolomida aumenta los niveles de ERO por medio de dafio al ADN
mitocondrial, el cual codifica para proteinas de los complejos de la cadena de transporte de
electrones 153, Si la cadena es disfuncional, incrementa la produccién de ERO. Sin embargo, el
aumento en los niveles intracelulares de ERO inducido por temozolomida es pequefio, no
alcanza el umbral de muerte y permite la respuesta antioxidante, que implica un aumento en
GSH, mediado por la activacion del factor de transcripciéon Nrf2 (varios de sus genes blanco
participan en la sintesis de GSH) 152, El hecho de que el incremento sea pequeio puede deberse
a que el farmaco se distribuye entre ADN nuclear y mitocondrial, de tal suerte que inicamente
en concentraciones altas que pudieran llegar a varias mitocondrias se generaria un aumento
importante de ERO. Ademas, las células de glioblastoma presentan niveles basales elevados de

GSH, lo que permite contrarrestar este incremento.

La linea celular DBTRG-05 presenta un sistema MMR deficiente, al presentar una mutacion
sin sentido en el gen que codifica para la proteina aumentada en la segregacion postmeidtica 2
(PMS2) 82, miembro del sistema MMR que, en complejo con el homoélogo 1 de MutL (Mlh1),
realiza incisiones en sitios con bases mal apareadas, permitiendo su posterior escisién por
exonucleasas 154155, Esto confiere resistencia al efecto téxico de la temozolomida mediado por
dafio al ADN nuclear. De esta manera, la toxicidad inducida por temozolomida dependeria
unicamente del aumento de ERO. Este incremento seria capaz de alcanzar el umbral de muerte
solamente si se emplean concentraciones altas del farmaco (tal como se aprecia en la Figura
12), lo cual podria explicar por qué es menos potente que la jacareubina, la cual, desde
concentraciones bajas (menores a 5 pM), aumenta las ERO (Figura 16) y compromete la

viabilidad celular (Figura 11).

En este trabajo, se propone que la jacareubina aumenta las ERO al conjugarse con el
principal antioxidante celular, el GSH, propuesta respaldada por la disminucién en los niveles

de GSH inducida por jacareubina (Figura 15). Con esto, se comprometeria gran parte del
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sistema antioxidante, pues, como se explico en la introduccion, en gran medida, depende del
GSH. Ademas, los carbonos insaturados B al carbonilo de la jacareubina también podrian unirse
a tioles de otros componentes del sistema antioxidante, como las enzimas peroxirredoxina y la
tiorredoxina. De esta manera, al poder afectar distintos elementos del sistema antioxidante, la
jacareubina, desde concentraciones bajas, seria capaz de generar un aumento en ERO lo

suficientemente elevado para alcanzar el umbral de muerte.

Podria pensarse que no todas las células presentan los mecanismos de resistencia antes
mencionados y que algunos pacientes si responderian a temozolomida y el glioblastoma no
deberia ser incurable. No obstante, un grave problema del glioblastoma es la heterogeneidad
intratumoral. Se ha observado que dentro de un mismo tumor existen clonas con distinta
respuesta a temozolomida, algunas mueren con facilidad, mientras que otras son resistentes
156, Es poco probable que el tumor de un paciente sea inicamente de células que responden a
temozolomida, aunque sea una pequefia proporciéon de células debe ser resistente.
Sencillamente, todos los tumores tienen una subpoblacién de células cancerosas denominadas
células troncales tumorales, las cuales presentan quimiorresistencia debido a mecanismos
como la expresion del gen MGMT y de otros genes de reparacidon del DNA, especificamente,
factores de la via de la anemia de Fanconi y efectores de recombinacién homologa 157. Ademas,
con el tratamiento con temozolomida, puede presentarse resistencia adquirida en cualquier
célula a través de un aumento en la expresion de MGMT 158, De esta manera, algunas células

persisten tras el tratamiento y generan un nuevo tumor.

En torno a las curvas de viabilidad celular, existe otro punto relevante a discutir. En las
curvas de ambos compuestos (Figuras 11 y 12) se puede apreciar una meseta en el 30% de
viabilidad, en la cual, a pesar de aumentar la concentracién del compuesto, no se modifica la
viabilidad celular. Esta observacion puede ser explicada por la presencia de células troncales

tumorales en la linea celular empleada. Las células troncales tumorales son una subpoblacién
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de células cancerosas que mantienen al tumor al ser capaces de autorrenovarse y diferenciarse
159, Asimismo, este tipo de células son capaces de formar tumores en murinos
inmunosuprimidos 16%. Notablemente, las células troncales tumorales también confieren
farmacorresistencia al tumor 1. En particular, se ha descrito que células troncales de
glioblastoma son resistentes a temozolomida 2. Posiblemente, la proporcion de células
remanente en las curvas de viabilidad, que, de hecho, es la misma proporcién en ambas curvas,
sean células troncales tumorales. Este tipo de células también presentarian resistencia a
jacareubina pues tienen niveles de ERO basales menores que el resto de células cancerosas 14,
de esta manera, la jacareubina, en concentraciones bajas, no lograria alcanzar el umbral de

muerte por ERO en células troncales.

Una alternativa para atacar a las células troncales podria ser el uso de cantidades elevadas
de jacareubina que logren generar un aumento de ERO que alcance el umbral de muerte. De
hecho, en este trabajo, se encontré que, empleando jacareubina en concentraciéon de 500 pM, se
logra abatir el total de la poblacion de células cancerosas (Figura 11). No obstante, no se podria
emplear la cantidad equivalente en la clinica, pues, como se aprecia en la Figura 14, la

jacareubina es toxica en células no cancerosas en concentraciones mayores a 10 pM.

Sin embargo, el escenario no es negativo pues podrian emplearse estrategias de
nanotecnologia para hacer llegar concentraciones elevadas de jacareubina inicamente a células
troncales tumorales. De esta manera, podria emplearse un co-tratamiento de jacareubina en
concentraciones bajas (hasta 10 uM) y jacareubina en una nanoformulacién en concentraciones
elevadas (por ejemplo, 500 pM). Notablemente, se ha observado que estas nanoformulaciones
unicamente llegan a células troncales de glioma y no a células no cancerosas del cerebro, ni a
células sanguineas 161. De esta manera, con la nanoformulacién abatiriamos tinicamente a las

células troncales tumorales y, empleando, a la par, bajas concentraciones de jacareubina,
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eliminariamos también a las células cancerosas no troncales, dejando viables a las células no

cancerosas.

Si se tuviera que elegir entre jacareubina y temozolomida para tratar a la poblacién de
células cancerosas no troncales, deberia considerarse la ventana terapéutica, que es el rango de
dosis efectiva por debajo del cual no existe efecto terapéutico y por encima del cual se presentan
efectos adversos debido a un exceso de farmaco 162, Un acercamiento a la ventana terapéutica
que puede obtenerse con los datos disponibles al momento es el cociente Clso para células
sanas/Clso para células cancerosas. Este cociente indica cuantas veces mas se necesita de la
concentracion de fairmaco que elimina al 50% de células cancerosas para eliminar al 50% de
células sanas en cultivos celulares. En este estudio, considerando como células sanas a
astrocitos no tumorales de rata, observamos que los cocientes para temozolomida y
jacareubina son 0.7 y 14.4 (Tabla 7), respectivamente. Esto sugiere que la jacareubina es mas
selectiva que la temozolomida, aunque este cociente presenta limitaciones que se discutiran
mas adelante. Por otro lado, es mas facil eliminar a astrocitos sanos que al promedio de células
de glioblastoma con temozolomida, pues 70% de la cantidad que mata a células cancerosas (la
mitad de una poblacién) elimina a astrocitos sanos (la mitad). Para la linea celular U87, la
temozolomida es mas toxica para glioma que para astrocitos (Tabla suplementaria 2, Tabla 7);
sin embargo, en la mayoria de las lineas celulares no es asi. Ademas, la Clso para esta linea
celular (355 uM) esta cerca de la Clso para astrocitos normales (400 uM), por lo cual, no es
seguro emplear este firmaco, pues podrian generarse efectos adversos, los cuales, de hecho, ya
se han observado en pacientes 6869, De esta manera, seria mas seguro usar jacareubina, pues la
cantidad que se requiere para llevar a muerte a células cancerosas es mas de 10 veces menor

de la que afecta la viabilidad de astrocitos sanos.

Una limitacion que presenta este cociente es el uso de Clso encontradas en astrocitos de rata

y no de humano. Los astrocitos de rata son mas vulnerables al estrés oxidante que los astrocitos
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de humano 163164 y, por lo tanto, se esperaria mas toxicidad en astrocitos humanos. No obstante,
estos cocientes son un acercamiento que permite comparar a la jacareubina con la
temozolomida pues ambos fueron calculados con Clso obtenidas en astrocitos de rata. Otra
limitante es el uso de datos de sélo dos lineas celulares de glioblastoma para jacareubina debido
a que no existen otros datos en la literatura. De esta manera, debe considerarse que el cociente
de jacareubina no cubre tanta heterogeneidad como el cociente de temozolomida, aunque cabe
resaltar que los datos de temozolomida para las distintas lineas se mantienen en el mismo
orden de magnitud (Tabla Suplementaria 2) que es 2 6rdenes mayor que el de ambos datos de
jacareubina. Asimismo, cabe recordar que este es s6lo un acercamiento y se requieren estudios
in vivo con jacareubina que permitan considerar su toxicidad en todo el cerebro, asi como en
otros 6rganos y calcular indices terapéuticos que puedan compararse con los datos existentes

de temozolomida.

Respecto a los cambios en los niveles de GSH inducidos por jacareubina, se hallé que la
jacareubina reduce los niveles de GSH, presentandose una tendencia (efecto no significativo) a
una mayor disminucién con la concentracién mayor de jacareubina, en cada uno de los tiempos
evaluados (Figura 15). Notablemente, este posible efecto concentraciéon-dependiente es
significativo al considerar juntos los datos de todos los tiempos (acercamiento valido pues no
se observaron diferencias significativas en el tiempo, en ninguno de los grupos experimentales).
Esta disminucién podria explicarse por la unién de la jacareubina con el GSH (interacciéon
propuesta con base en la estructura de la jacareubina) la cual reduciria los niveles disponibles
de este antioxidante de manera concentracién-dependiente, ya que a mayor cantidad de

jacareubina, mas uniones se presentarian con GSH.

Respecto a la modulacién de GSH por parte de jacareubina en el tiempo, no se apreci6 un
cambio en el efecto de esta xantona a lo largo del tiempo (Figura 15). Podria esperarse que,

inicialmente, la jacareubina redujera los niveles de GSH y, después se observara un incremento,
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debido a la activacion de la respuesta antioxidante que resultaria del aumento en ERO. Sin
embargo, se observa una disminucién sostenida de los niveles intracelulares de GSH (Figura
15). Este resultado puede deberse a una deficiente respuesta antioxidante. La respuesta
antioxidante es, principalmente, transcripcional. El factor de transcripcion Nrf2 es activado
ante el aumento en los niveles de ERO y conduce a la expresién de genes que codifican para
componentes del sistema antioxidante, como la cadena ligera (xCT) del transportador
cistina/glutamato, que importa a la célula cistina (precursor de la sintesis de GSH), o las
subunidades catalitica y modificadora de la enzima glutamato-cisteina ligasa, que participa en
la sintesis de GSH 8. Sin embargo, se ha observado que el aumento en ERO reduce la tasa de
traduccion, de manera concentracién-dependiente 165, Este fendmeno puede estar asociado al
umbral de muerte por ERO y puede también explicar una respuesta antioxidante deficiente tras
el tratamiento con jacareubina. Un aumento moderado de ERO (fuera del umbral de muerte)
conduce a una disminucion pequeiia en la traduccion, de manera que, ain pueden sintetizarse
componentes del sistema antioxidante que reduzcan los niveles de ERO. No obstante, un
aumento grande en los niveles de ERO (que alcance el umbral de muerte) conduce a una
reduccion grande en la traduccién, que evitaria la sintesis de componentes del sistema
antioxidante permitiendo que las ERO contintien aumentando (la producciéon nunca cesa) y
conduzcan a muerte. Esto, de hecho, seria benéfico para las células, pues les permitiria
sobrevivir en condiciones donde el dafio por ERO se puede reparar sin un gran costo energético,
mientras que moririan cuando el dafio es excesivo, costoso de reparar y, ademas, puede
conducir a mutagénesis asociada al dafio del DNA. De hecho, este fen6meno se ha observado en

levaduras y células de mamifero, sugiriendo que esta conservado 165,

Las células cancerosas presentan niveles basales de ERO elevados 14, la jacareubina los
aumenta aun mas (Figuras 16); de esta manera, la disminuciéon en la traduccién seria

significativa y evitaria la respuesta antioxidante. Esto podria explicar que no se observara una
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disminucién inicial, seguida de un aumento, de los niveles de GSH tras el tratamiento con
jacareubina. Esto también explicaria el patrén en que jacareubina aumento los niveles de ERO.
Desde las 18 horas de tratamiento, la jacareubina redujo los niveles de GSH (Figura 15), pero
no se observé un aumento significativo en las ERO (Figura 16). No obstante, las ERO
aumentaron a las 24 horas e incrementaron atin mas a las 48 horas (Figura 16). Este patron
puede explicarse de la siguiente manera: Los niveles de GSH disminuyen primero (18 horas),
mientras que las ERO mantienen sus niveles basales, aunque continda su produccidn; a las 24
horas se detecta un aumento en ERO debido a que se han seguido produciendo, no han sido
neutralizadas por GSH (sus niveles se mantienen bajos), y se acumulan. Conforme avanza el

tiempo, las ERO se siguen acumulando y por eso se observa un aumento tiempo-dependiente.

Respecto al incremento en ERO de manera concentracion-dependiente (Figura 16), esto
concuerda con la hip6tesis que se propone en este trabajo, pues, conforme aumenta la cantidad
de jacareubina, mas uniones se presentan con GSH, mas disminuyen sus niveles disponibles,

menos ERO se pueden neutralizar y mayores serdn sus niveles intracelulares.

Finalmente, acerca de la actividad de las caspasas-3 y -7, los datos obtenidos no son
concluyentes. Tal como se observa en la Figura 17, se presenta efecto batch debido a diferentes
respuestas (rango de valores) en cada experimento independiente. Este efecto, ademas de
considerarse en el analisis estadistico, debe reducirse en los experimentos, estandarizando el

ensayo.

En la literatura se ha reportado la agregacion espontanea in vitro de péptidos pequefios
166167 como el empleado en este ensayo (sustrato de las enzimas). El grado de agregacion varia
de acuerdo a variables como el pH, la temperatura, la presencia y concentracion de detergentes
y la adicién de osmolitos 166-168, Debido a esto, es posible que la variacién entre experimentos

independientes se deba a cambios en alguna de estas variables que ocasionaran diferencias en
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la concentracion del sustrato. Es factible que esta variacion esté relacionada con la
concentracion de detergentes y osmolitos, pues el amortiguador de reacciéon contiene Tween-
20 y triton X-100 (detergentes) y glicerol (osmolito), reactivos viscosos, con los cuales se sabe
que existe variabilidad en el volumen distribuido al usar micropipeta 1¢9. De esta manera,
posibles soluciones para estandarizar el ensayo serian el uso de otro sistema de pipeteo, la
preparacién de volimenes mas grandes de amortiguador de reacciéon o la preparacion de
soluciones mas concentradas de estos compuestos, las cuales después se diluyan en el
amortiguador. Por otro lado, un tamafio de muestra mayor, en este ensayo, podria evidenciar

un efecto significativo debido a los tratamientos.

Un resumen de los resultados encontrados en el presente trabajo se muestra en la Tabla 8.

Tabla 8. Resumen de resultados.

Determinacion Resultado
Toxicidad de jacareubina en células de - Toxicidad desde concentraciones bajas
glioblastoma humano (<10 uM), con Clso de 2.6 pM.

- Mayor potencia que temozolomida.

Toxicidad de jacareubina en células no -Toxicidad desde concentraciones > 10 uM,
cancerosas (astrocitos de rata) con Clso de 37.5 pM.

-Cociente Clso en astrocitos/Clso en células de

glioblastoma de 14.4, contra el cociente de

0.7 para temozolomida.

Modulaciéon de los niveles de GSH por parte  -Disminucion de los niveles de GSH.

de jacareubina

Modulacién de los niveles de ERO por parte -Aumento de los niveles de ERO

de jacareubina concentracion- y tiempo-dependiente.

Actividad de las caspasas-3y -7 -Datos preliminares no concluyentes.
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8. CONCLUSIONES

El tratamiento con jacareubina en células de glioblastoma es eficiente, es toxica en la linea
DBTRG-05 en concentraciones <10 pM y es mas potente que la temozolomida, fArmaco
empleado actualmente en la quimioterapia para pacientes con glioblastoma. Ademas, los
resultados sugieren que la jacareubina es un compuesto mas selectivo, pues existe una mayor
distancia entre la concentracién necesaria para disminuir la viabilidad de células de
glioblastoma y la que ejerce un efecto téxico en astrocitos no tumorales de rata. El mecanismo
molecular de accidén de la jacareubina estd asociado a la disminucién en los niveles del
antioxidante GSH y al incremento en los niveles de las ERO, lo cual puede estar involucrado en
su efecto dual. De esta manera, la jacareubina es un compuesto potencial para el desarrollo de
farmacos para tratar glioblastoma, aunque atin se requieren estudios en torno a su efecto en
células troncales tumorales, los mecanismos de muerte celular que induce, su efecto téxico en

células no cancerosas humanas y estudios in vivo.
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Figura Suplementaria 1. Espectro de resonancia magnética nuclear de hidrégeno de las fracciones 15 y 17 de la segunda columna. Se

aprecian los picos correspondientes a la xantona III.
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Figura Suplementaria 2. Espectro de resonancia magnética nuclear de carbono de las fracciones 15y 17 de la segunda columna. Se

observan los picos correspondientes a la xantona III.
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Figura Suplementaria 3. Espectro de resonancia magnética nuclear de hidrégeno de la fraccién 16 de la segunda columna. Se aprecian

los picos correspondientes a la xantona III.
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Figura Suplementaria 4. Espectro de resonancia magnética nuclear de carbono de la fracciéon 16 de la segunda columna. Se aprecian

los picos correspondientes a la xantona IIL
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Figura Suplementaria 5. Efecto del antioxidante Trolox en la viabilidad celular y en la concentracion de ERO, en la linea celular DBTRG-

05. A) Para los estudios de co-tratamiento con jacareubina, se seleccion6 la concentraciéon de Trolox 150 pM, pues, a esta concentracion

la viabilidad no cambia. La viabilidad se evalué por el ensayo FDA. B) Empleando la sonda carboxi-DCFDA, se corroboro6 el efecto

antioxidante de Trolox 150 uM. Ambas graficas muestran promedio * EE, n=3. Para evaluar diferencias en los niveles de ERO, se empled

una prueba T de una cola. * p<0.05 vs Control.
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Figura Suplementaria 6. Distribucién de los
datos de actividad de las caspasas-3 y -7. Los
datos se presentan en graficos de violin, que
incluyen graficas de densidad (contornos), asi
como rangos intercuartiles, medianas,
maximos y minimos (en los diagramas de caja).
La presencia de outliers s6lo en ciertos grupos
y la diferencia en las formas de la distribucion
se deben a un disefio incompleto (cada
experimento independiente no incluy6 a todos
los tratamientos) con presencia de efecto
batch para cada experimento independiente.
En estos casos, para analizar datos no
transformados, se puede hacer una
comparacion, no s6lo de las medianas, sino

también de las frecuencias relativas de cada

grupo para cierto valor de actividad, lo cual se hace comparando el grosor del grafico en ese punto (por ejemplo, una muestra con

actividad de ~105 es mas probable que sea una muestra del grupo JCB 50 que un control). Sin embargo, es importante destacar que

esto solo aplica para grupos que tienen proporciones parecidas de los distintos efectos aleatorios.
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Tabla Suplementaria 1. Alteraciones génicas y cromos6micas comunes en la clinica presentes en la linea celular DBTRG-05. 83.170

Alteraciones génicas

Oncogén/Gen supresor de tumores Alteracion
CDKNZ2A Delecion
CDK4 Amplificacion
EGFR Amplificacién
Alteraciones cromosémicas
Cromosoma Alteracion
7 Ganancia
10 Pérdida

Tabla Suplementaria 2. Concentracion inhibitoria media (Clso) para temozolomida en distintas lineas celulares de glioblastoma. Estas

concentraciones se obtuvieron, en los respectivos estudios, incubando las células con temozolomida por 48 horas.

Linea celular Cls0 (M)
U251 851171, 500 172,
X =676
ug7 702 171, 495 173, 460 174, 400 175, 25 144, 50 172,
X =355
LN229 954 171
U373 483 171
A172 400 175
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