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RESUMEN

El glioblastoma (GB) es un tumor que, por sus caracteristicas infiltrativas, de alta
proliferacién y sus mecanismos de resistencia, presenta para los pacientes con esta
enfermedad, una corta esperanza de vida de aproximadamente 15 meses a pesar de la

aplicacién del esquema de tratamiento estandar; [Louis vy cols., 2016] por lo que se

requieren nuevas alternativas que mejoren el prondstico. El presente estudio tuvo como
objetivo evaluar el efecto de la combinacién de temozolomida (TMZ: farmaco de primera
eleccion para el tratamiento de este cancer) con albendazol (ALB: a lo largo de
aproximadamente dos décadas ha sido reportado como un agente anticancerigeno), con
la finalidad de dilucidar si se presenta una interaccidon farmacoldgica de aditividad o
sinergismo. Para cumplir con este objetivo se utilizaron células de glioma de la linea C6 y
se evalud in vitro la citotoxicidad de cada uno de los farmacos por separado a diferentes
concentraciones, se determind la viabilidad celular después de cada tratamiento por el
método de MTT y se obtuvieron las curvas dosis respuesta. Para los estudios de
combinacion se eligieron tres concentraciones de las curvas dosis respuesta que
exhibieron una citotoxicidad menor al 50 %, por lo que se evaluaron en total nueve
combinaciones. Las combinaciones se analizaron para detectar aditividad o sinergismo
comparando el valor de citotoxicidad tedrico con el valor de citotoxicidad experimental;
ademads se tomaron imagenes de las células con un microscopio de luz invertida para
analizar los cambios morfoldgicos después de cada tratamiento. Los resultados mostraron
gue dos de las combinaciones evaluadas exhibieron un efecto sinérgico y una un efecto

aditivo. El andlisis morfolégico revelo una mayor disminucién de la confluencia y perdida



de la morfologia en las células tratadas con la combinacién en comparacion con el efecto
ocasionado con cada fdrmaco por separado. Se requiere evaluar otras proporciones de
combinacion, ademas de determinar los mecanismos de accidn involucrados en los

efectos aditivos y sinérgico encontrados.



LISTA DE ABREVIATURAS

ADN: acido desoxirribonucleico
AIC: 5-aminoimidazol-carboxamida
ALB: Albendazol

ALBSO: sulféxido de albendazol
ALT: alanina aminotransferasa
ANOVA: analisis de varianza

AST: aspartato aminotransferasa
ATP: adenosin trifosfato

BER: Base Excision Repair o mecanismo
de reparacion por escisidon de bases

CBTRUS: Registro Central de Tumores
Cerebrales de los Estados Unidos

CMN: células madre neurales

CMNC: células madre neurales
cancerigenas

CTL: Control

DMEM: Dulbecco’s modificado
DMSO: dimetil sulfoxido

EAC: carcinoma ascitico de Ehrlich
GB: glioblastoma

GB-IDH: glioblastoma- isocitrato
deshidrogenasa

GLOBOCAN: Observatorio Mundial del
Cancer de la OMS

MGMT: 06 -metilguanina-DNA metil-
transferasa

MMR: mismatch repair o mecanismo
de reparacion de errores de
apareamiento

MTIC: 5-(3-metiltriazol-1-il) imidazol-
carboxamida

MTT: bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolio

N3MA: N3-Metiladenina
N7MG: N7-Metilguanina

NOS: not otherwise specified o no
especificado

O': Radical de oxigeno

06MG: o6-metilguanina

OH': Radical hidroxilo

OMS: Organizacion Mundial de la Salud
SCN: Sistema Nervioso Central

TMZ: Temozolomida

VEGF: Factor de crecimiento endotelial
vascular

WNT: sitio de integracion relacionado
con Wingless



1.MARCO TEORICO

1.1Cdncer

Los tumores o neoplasias son descritos como un proceso de proliferacién descontrolada
de cualquier tipo de célula del organismo, en el cual dadas las caracteristicas histologicas
y genéticas se puede categorizar en neoplasias benignas (delimitado con células bien
diferenciadas) o malignas (infiltrativo con poca o nula diferenciacion celular) [Valencia y
cols.,2014]. Los tumores malignos ademas de la proliferacion celular descontrolada tienen
la capacidad de invadir y desarrollarse en otros tejidos, proceso conocido como metdstasis

[Organizacion Mundial de la Salud, 2022].

En el afo 2016 se describié que, dentro de las 20 causas de morbilidad mundial, el cancer
ocupo el primer puesto con 244.5 millones de afectados (cerca del 3% de la poblacién
mundial) seguido de la cardiopatia isquémica con 203.7 millones de personas (tabla 1)

[Mattiuzzi & Lippi, 2019].

Tabla 1. Estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) del afio 2016 sobre las 20 principales
causas de morbilidad a nivel mundial estimadas como afios de vida ajustados a la discapacidad (AVAD).
Tomado y ajustado de Mattiuzzi & Lippi, 2019.

ambos hombres mujeres
fi - - .
enfermedad AVAD porcentaje posicion AVAD porcentaje posicién AVAD porcentaje posicién
(%) (%) (%)
Total 2668.475 100 - 1429.691 100 - 1238.785 100 -
canceres 244.574 9.2 1 137.439 9.6 1 107.135 8.6 1
cardiopatia 203.7 76 2 119.756 8.4 2 83.945 6.8 2
isquemica
ataque 137.941 5.2 3 72.91 5.1 3 65.031 5.2 3
cerebrovascular
infecciones de las
vias respiratorias  129.69 4.9 4 67.542 4.7 4 62.148 5 4
inferiores
complicaciones
de parto 101.397 3.8 5 55.618 3.9 6 45.779 3.7 5
prematuro
accidentes 82.538 3.1 6 60.616 42 5 2192 18 13
automovilisticos
diarrea 81.743 31 7 41.412 2.9 7 40.331 33 6




Tabla 1|continuacién

EPOC 72.512 2.7 8 41.411 2.9 8 31.101 2.5 7
asfida ytrauma 5 58 24 9 35.844 25 9 28.084 23 8
de nacimiento
VIH/sida 59.951 2.2 10 33.995 2.4 10 25.956 2.1 11
enfermedades por
parasitos y 51.838 1.9 11 26.244 1.8 13 25.594 2.1 12
vectores
tuberculosis 51.643 1.9 12 33.02 2.3 11 18.622 15 15
dolores de 47515 18 13 21.089 15 18 26.427 21 10
espalda y cuello
cirrosis 45.287 1.7 14 31.107 2.2 12 14.179 11 18
depresion 44.175 1.7 15 17.453 1.2 20 26.722 2.2 9
erfermedades del 39,079 15 16 21.353 15 17 17.726 14 16
infecciones y 39 50 15 17 20,095 14 19 18.913 15 14
sepsis neonatal
caidas 38.162 14 18 22.21 1.6 16 15.953 13 17
autolesiones 37.564 1.4 19 23.801 1.7 15 13.763 11 19
 violencia 31.237 12 20 24322 17 14 6.914 0.9 20
interpersonal
AVAD(afios de vida ajustados a la discapacidad), EPOC(enfermedad pulmonar obstructiva cronica), VIH/SIDA(virus de inmunodeficiencia humana/sindrome de
inmunodeficiencia adquirida)

De acuerdo con las estimaciones del 2019 de la OMS, el cancer es la primera o segunda
causa de muerte antes de los 70 afios en 112 de 183 paises y ocupa el tercer o cuarto lugar
en otros 23 paises. En paises como Estados Unidos el cancer es la primera causa de
muerte, mientras que en México es la segunda causa (Figura 1). Estimaciones de
GLOBOCAN de 2020 de la incidencia y mortalidad de cancer en el mundo, reportan mas
de 19 millones nuevos casos de cancer (se estiman mds de 28 millones para el aiio 2040)
y casi 10 millones de muertes. El cdncer de mama ha superado al cancer de pulmén como
el cdncer mas comun, sin embargo, el cdncer de pulmdn sigue siendo la principal causa de
muerte, con una estimacion de 1,8 millones de muertes (18%), seguido del colorrectal con
mas de 900 mil (9,4%), higado con mas de 830 mil (8,3%), estdbmago con mas de 768 mil
(7,7%), y mama con mas de 684 mil (6,9%); en el caso de tumores en cerebro se estiman

mas de 251 mil muertes (2.5%) (Tabla 2). [Sung vy cols.,2021].
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Figura 1. Ranking nacional de cancer como una causa de muerte en edades menores a los 70 afios en 2019.

El nimero de paises representados en cada uno de los grupos del ranking estan incluidos en la leyenda.
Fuente: Organizacién Mundial de la Salud. Tomado y modificado de Sung y cols., 2021.

Tabla 2. Casos nuevos de cancer y muertes asociadas a los diferentes tipos de cancer reportados en 2020.
Tomada y modificada de Sung y cols., 2021

. . No. De nuevos casos (% de No. De nuevos decesos
Sitio del Cancer . .
todos los sitios) (% de todos los sitios)

cancer de mama 2.261.419 (11,7) 684.996 (6,9)
Pulmén 2.206.771 (11,4)  1.79.144 (18,0)
Préstata 1.414.259 (7,3) 375,304 (3,8)
Cancer de piel (no

melanoma) 1.198.073 (6,2) 63.731 (0,6)
Colon 1.148.515 (6,0) 576.858 (5,8)
Estémago 1.089.103 (5,6) 768,793 (7,7)
Higado 905.677 (4,7) 830.18 (8,3)
Recto 732,210 (3,8) 339.022 (3,4)
cuello uterino 604.127 (3,1) 341.831 (3,4)
Eséfago 604.1 (3,1) 544.076 (5,5)
Tiroides 586,202 (3,0) 43.646 (0,4)
Vejiga 573,278 (3,0) 212,536 (2,1)
No linfoma de Hodgkin 544,352 (2,8) 259,793 (2,6)
Pancreas 495.773 (2,6) 466.003 (4,7)
Leucemia 474,519 (2,5) 311,594 (3,1)
Rifi6n 431,288 (2,2) 179.368 (1,8)
Endometrio 417,367 (2,2) 97.37 (1,0)
Labio, cavidad bucal 377,713 (2,0) 177,757 (1,8)
Melanoma de piel 324.635 (1,7) 57.043 (0,6)



Tabla 2 | continuacion

Ovario 313,959 (1,6) 207,252 (2,1)
Cerebro, sistema

nervioso 308,102 (1,6) 251,329 (2,5)
Laringe 184.615 (1,0) 99.84 (1,0)
Mieloma multiple 176.404 (0,9) 117.077 (1,2)
nasofaringe 133.354 (0,7) 80.008 (0,8)
Vesicula biliar 115.949 (0,6) 84.695 (0,9)
arofaringe 98.412 (0,5) 48.143 (0,5)
hipofaringe 84.254 (0,4) 38.599 (0,4)
linfoma de Hodgkin 83.087 (0,4) 23.376 (0,2)
Testiculo 74.458 (0,4) 9334 (0,1)
Glandulas salivales 53.583 (0,3) 22,778 (0,2)
Ano 50.865 (0,3) 19,293 (0,2)
Vulva 45.24 (0,2) 17.427 (0,2)
Pene 36.068 (0,2) 13,211 (0,1)
sarcoma de Kaposi 34.27 (0,2) 15.086 (0,2)
mesotelioma 30.87 (0,2) 26.278 (0,3)
Vagina 17,908 (0,1) 7995 (0,1)
Todos los sitios

excluyendo cancer de 18.094.716 9.894.402

piel (no melanoma)

Todos los sitios 15.292.789 5.958.133

*Los nuevos casos excluyen al carcinoma de celulas basales, mientras que los decesos
incluyen todos los tipos de nomeclatura para los canceres de piel.

En México, segun el INEGI (Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica) la
tasa de defunciones por tumores malignos aumentd de 6.09 defunciones por cada 10 mil
personas en 2010, a 7.06 en 2021, siendo en los del sistema nervioso mayor la tasa en
hombres, dado que en el rango de edad de 0-19 afios se presenté una tasa del 0.06 para
ambos sexos, mientras en el rango de edad de 21-29 afios hubo un aumento al 0.07 en el

caso de los varones (Tabla 3) [INEGI, 2023].



Tabla 3. Tasa de defunciones por tipo de tumor maligno, por grupos de edad y sexo, 2021 (defunciones por
cada 10 mil habitantes en cada grupo de edad y sexo) tomada y modificada de INEGI, 2023.

causa de muerte por tumores malignos en hombres causa de muerte por tumores malignos en mujeres

0a19aios tasa 0a19afos tasa
leucemia 0.29 leucemia 0.2
tumor maligno de la meninges, del encéfaloy de tumor maligno de la meninges, del encéfalo y de

otras partes del sistema nervioso central 0.06 otras partes del sistema nervioso central 0.06
tumor maligno del higado de las vias biliares linfoma no Hodgkin

intrahepaticas 0.02 0.01
linfoma no Hodgkin 0.02 tumor maligno de ovario 0.01
21a29afios 21a29aiios

Leucemias 0.31 Leucemias 0.2
tumor maligno de la meninges, del encéfalo y de 007 tumor maligno del cuello del utero 01
otras partes del sistema nervioso central

tumor maligno del estomago 0.06 tumor maligno dela mama 0.07
linfoma no Hodgkin 0.06 tumor maligno del ovario 0.05
30a 59 afios 30a 59 afios

tumor maligno del colon, recto y ano 0.6 tumor maligno de mama 1.52
tumor maligno de estomago 0.47 tumor maligno del cuello del dtero 0.88
tumor maligno del pancreas 0.29 tumor maligno del ovario 0.54
Leucemias 0.28 tumor maligno del colon, recto y ano 0.45
60 aiios 0 mas 60 aflos 0 mas

tumor maligno de la prostata 10.59 tumor maligno de mama 4.81
tumor maligno de la traquea, bronquios y del 444 tumor maligno del higado de las vias biliares 3.29
pulmén intrahepaticas

tumor maligno del colon, rectoy ano 3.8 tumor maligno del colon, recto y ano 2.91
tumor maligno del higado de las vias biliares 37 tumor maligno de la traquea, bronquios y del 261
intrahepaticas pulmdn

1.2 Tumores del Sistema Nervioso Central

Los tumores del sistema nervioso central (SNC) representan a un grupo heterogéneo de

neoplasias ya que se desarrollan a partir de distintos tipos celulares [Contreras, 2017]. En

la clasificacién de la OMS para los tumores del SNC del 2021, los tumores se clasifican con
la denominacién de los “grados de la OMS del SNC” los cuales abarcan del 1 al 4 y se
asignan de acuerdo con la historia natural de la enfermedad (tabla 4). Los tumores
designados como “indeterminados” no son asignados con grados debido a la probable

confusién para la atencidn clinica para ese tipo de tumor [Louis y col., 2021].




Tabla 4 Clasificacién de los tumores del SNC segun la quinta edicién de la Organizacion Mundial de la Salud.
Tomado y adaptado de Louis y cols., 2021.

Clasificacién de la Organizacion Mundial de la Salud de Tumores del Sistema Nervioso Central, quinta
edicién Grado de la OMS del SCN Referenda

Gliomas, tumores glioneuronales y tumores neuronales
Gliomas difusos de tipo adulto

Astrocitoma, IDH-mutante 4 Tilaky cols.(2021)
Oligodendroglioma, IDH-mutante y 1p/19g-codeledonado 2 Tilak y cols.{2021)
Glioblastoma, tipo salvaje IDH 4 Tilak y cols.(2021)
Gliomas difusos de bajo grado de tipo pedidtrico
Astrocitoma difuso, MYB - o MYBL1 - alterado 1 Fabbri, Caporalini & Asioli. (2022)
Glioma angiocéntrico 1 Kurokaway cols.(2022)
Tumor neuroepitelial polimorfo de bajo grado del joven 2 Huse y cols.(2017)
Glioma difuso de bajo grado, alterado en la via MAPK indeterminado Fabbri, Caporalini & Asioli. (2022)
Gliomas difusos de alto grado de tipo pedidtrico
Glioma difuso de linea media, H3 K27-alterado 4 Giannoy cols. {2022)
Glioma hemisférico difuso, H3 G34-mutante 4 Giannoy cols. (2022)
Glioma difuso de alto grado de tipo pediétrico, H3-wildtype e IDH-wildtype 4 Giannoy cols. {2022)
Glioma hemisférico de tipo infantil indeterminado Giannoy cols. (2022)
Gliomas astrociticos circunscritos
Astrocitoma pilocitico 1 Rudi y cols. (2022)
Astrocitoma de alto grado con caracteristicas pil oid indeterminado Rudé y cols. (2022)
Xantoastrocitoma pl orfi 23 Ruda y cols. (2022)
Astrocitoma subependimario de células gigantes 1 Ruda y cols. (2022)
Glioma cordoideo 2 Rudé y cols. (2022)
Astroblastoma, MN1 -alterado indeterminado Ruda y cols. (2022)
T gli les y 1
Ganglioglioma 1 Rudé y cols. (2022)
Ganglioglioma infantil desmopldsico / astrocitoma infantil desmoplési 1 Ruda y cols. (2022)
Tumor itelial disembrioplésico 1 Rudé y cols. (2022)
Tumor glioneuronal difuso con caracteristicas similares a oligadendroglioma 23 Rudé y cols. (2022)
Tumor glioneuronal papilar 1 Ruda y cols. (2022)
Tumor glioneuronal formador de rosetas 1 Ruda y cols. (2022)
Tumor glioneuronal mixoid 1 Ruda y cols. (2022)
Tumor glioneuronal leptomeningeo difuso indeterminado Ruda y cols. (2022)
Gangliodtoma 1 Rudé y cols. (2022)
Tumeor neuronal multinodular y vacuolizante 1 Ruda y cols. (2022)
Gangligcitoma cerebeloso displasico (enfermedad de Lhermitte-Dudos) 1 Rudi y cols. (2022)
neurocitoma central 2 Ruda y cols. (2022)
neurocitoma extraventricular 2 Ruda y cols. (2022)
Liponeurocitoma cerebeloso 2 Rudi y cols. (2022)

' Tumores ependimarios

Ependimoma supratentorial 23 Ellison y cols.(2020)
Ependimoma supratentorial, fusién ZFTA positiva 23 Ellison y cols.[2020)
Ependimoma supratentorial, fusién YAP1 positiva 23 Ellison y cols.(2020)

Ependimoma de fosa posterior Ellison y cols.(2020)
Ependimoma de fosa posterior, grupo PFA Ellison y cols.[2020)
Ependimoma de fosa posterior, grupo PFB Ellison y cols.(2020)

2
2
2
ependimoma espinal 2 Ellison y cols.(2020)
2
1
1

Ependimoma espinal, MYCN -amplificado Ellison y cols.(2020)
Ependimoma mixopapilar Ellison y cols.(2020)
subependimoma Ellison y cols.(2020)
Tumores del plexo coroideo

Papiloma del plexo corgideo 1 Thomas y cols.{2020)
Papiloma de plexo coroideo atipico 2 Thomas y cols.{2020)
Carcinoma de plexo coroideo 3 Thomas y cols.{2020)

Tumores embrionarios

Aulahl

Meduloblastomas, definidos molecularmente

Meduloblastoma, activado por WNT 4 Komboigiorgas,(2017)
Meduloblastoma, activado por SHH y TP53 de tipo salvaje 4 Komboigiorgas,(2017)
Meduloblastoma, adtivado por SHH y mutante en TP53 4 Komboigiorgas,(2017)
Meduloblastoma, no WNT/no SHH 4 Komboigiorgas,(2017)
Meduloblastomas, definidos histoldgicamente 4 Komboigiorgas,(2017)
Otros tumores embrionarios del SNC
Tumor teratoideo/rabdoideo atipico indeterminado Cotter j. & Judkis A. {2022)
Tumar neurgepitelial cribiforme indeterminado Cotter j. & Judkis A. {2022)
Tumor embrionario con rosetas multicapa indeterminado Cotter j. & Judkis A. (2022)
Neuroblastoma del SNC, activado por FOXR2 indeterminado Cotter j. & Judkis A. {2022)
“Tumor del SNC con duplicacién interna en tindem de BCOR indeterminado Cotter j. & Judkis A. (2022)
Tumor embrionario del SNC indeterminado Cotter j. & Judkis A. (2022)
Tumores pineales
Pir itoma 2 Hirato j. & Y. (2001)
Tumor del parénquima pineal de diferendiacién intermedia 2 Hirato j. & Nak ¥.{2001)
pineoblastoma 4 Hirato j. & Nak Y.(2001)
Tumor papilar de la regién pineal 23 Javadi {2021)
Tumor mixoide desmoplésico de la regidn pineal, SMARCB1 - mutante 34 Thomasy cols. {2020)




Tabla 4 | continuacion

Tumor mixoide desmoplésico de laregi6n pineal, SMARCBI - 34 | Thomasy cols. (2020}
de los nervios lesy p pinal
1 David & Clemens (2014)
neurofibroma 1,2 Chougule, M. (2020)
perineurioma 1 Chougule, M. (2020)
Tumor hibrido de la vaina nerviosa 1,2 Chougule, M. (2020)
Tumor maligno de la vaina del nervio melanético 34 Chougule, M. (2020)
Tumor maligno de la vaina del nervio periférico 34 Chougule, M. (2020)
- 23 Chougule, M. (2020)
meningioma 12,3 | Maggio y cols. (2021)
= quimales, no g y
de tejidos bland
Tumor fibroso solitario 123 ] Tariq y cols.(2021)
Hemangiomas y malf es vasaulares 1 | DeHart, A., & Richter, G. (2019)
hemangioblastoma 1 | Yoda R. & Cimino J. (2022)
T del misculo esquelético
Rabdomiosarcoma 1,234, | Agaram N.(2022)
Diferenciacién incierta
Tumor mesenqui intr |, fusién FET-CREB positiva indeterminad Ozkizilkaya y cols. (2023)
CIC -sarcoma reordenado indeterminado Naohiro M. & Akihiko Y. (2023)
I p , DICER1 d d k, Michaiel & Dunham (2023)
sarcomade Ewing indeterminado Sbaragliay cols. (2020)
condrogénicos
condrosarcoma mesenquimatoso 4 | Arora K. & Riddle N.(2018)
d 1 | Engel y cols. (2021)
Cordoma (induyendo cordoma pob te diferendado) indeterminadi | Walcott y cols. (2012)
 Tumores melanociticos
| _Neoplasias melanociticas meningeas difusas
Melanodtosis meningeay mel is meningea 12 | Padillay cols. (2017)
N lanociticas meni x r
Melanodtoma meningeo y melanoma meningeo 23 | Padillay cols. (2017)
Tumores hematolinfoides
T T
Linfomas del SNC
f primario difuso de células B grandes del SNC 234 Dunleavy y cols.(2018)
Linf del SNCasodadoa i defidend. 123 Lurain y cols.(2020)
Granulomatosis linfomatoide 123 Xiang y cols.(2020)
{ lar de células B grandes 1,23 kell y cols.(2022)
Varios linfomas raros en el SNC
foma MALT de la d d d d Falini, , & Lazzi (2023)
Otros linf de células B de bajo grado del SNC d d Falini, Martino, & Lazzi (2023)
Linfoma anaplésico de células grandes ( ALK +/ ALK -) d d Falini, Martino, & Lazzi (2023)
f de células Ty NK/células T d d Falini, , & Lazzi (2023)
Tumores histiociticos
Enfermedad de Erdheim-Chester 1 Sol y cols. (2020)
Enfi dad de Rosai-Dorfi 1 Bruce, Schneider, & Schubert (2020)
Xantogranuloma juvenil 1 Haroche J., & Abla O. (2015)
Histioditosis de células de Langerhans d inad. Yeh y cols. (2018)
Sarcoma histiodtico 34 chadoy cols. (2011)
Tumores de células germinales
T d 1 Agrawai y cols.(2010)
d 1 Agrawai y cols.(2010)
Teratoma con malignidad de tipo somético indeterminado Diyoray cols.(2023)
| _germi d inad Osorio D., & Allen J. (2015)
Card brionari 1,2 Terence y cols.(2014)
Tumor del saco vitelino indeterminado Sémal y cols.(2022)
ri d 4 Wang y cols.(2022)
Tumor mixto de células germinales d d Ueda K., Ueda A., & Ozaki K. (2021)
Tumores de la regién selar
Craneofaringi d 1,2 Gonzalez M., & Martinez P. (2021)
Craneofaringioma papilar 1 Mller H.(2020)
P tumor de células granulares de la regi6n selar 1,2 Asay cols.(2022)
Adenoma hipofisario/PItNET 1,2 Asay cols.(2022)
Blastoma hipofisario 4 Asay cols.(2022)
Metastasis al SNC
a enel bro y el parénquima de la médula espinal 1234 l Boire A. (2020)
Metistasis alas meninges 12,34 | Boire A. (2020)

Cabe destacar que esta clasificacion numérica por parte de la OMS hacia los tumores

cerebrales describe el nivel de diferenciacion por parte de las células que conforman la
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masa tumoral sin importar su origen (tumores primarios o secundarios), dicho asi que los
canceres de grado 1 presentan células bien diferenciadas que dan lugar a tumores
circunscritos, de lento crecimiento y bajo potencial de conversiéon a un tumor de mayor
malignidad. Los de grado 2 se encuentran moderadamente diferenciados, de borde difuso
y de crecimiento lento. Los de grado 3 se encuentran poco diferenciados con células
infiltrantes y con gran capacidad de progresar a tumores de mayor malignidad, mientras
que los canceres de grado 4 presentan células indiferenciadas de rapido crecimiento que

pueden invadir otros tejidos, asi como presentar angiogénesis (Figura 2) [Mariana y cols.,

2017].
Grado 1 Grado 2 Grado 3
o o ‘3
. o, |
i (o9 N N
o o o P Ty
® LI B o %y
(L. Ao (. '.'
: S e |
U R
‘ . X Tumores de borde Tumores infiltrantes o .
| Tumores circunscritos difuso poco diferenciados Tumores indiferenciados

Figura 2. Asignacion de grado de la OMS de acuerdo con el desarrollo tumoral. Tomado de Marianay cols.,
2017.

En México, en un estudio observacional realizado por el instituto Nacional de Neurologia
y Neurocirugia (INNN) en el 2019, se encontrdé que durante un periodo que 50 afios (1965-
2014) en una poblacion de 2287 pacientes, los tumores astrociticos de grado 4 fueron los
mas frecuentes en todas las edades, aumentando la frecuencia y mortalidad conforme
avanzaba la edad de los pacientes, lo cual se asocié con una sobrevida corta de la cual fue

de 6 a 15 meses después de la reseccién quirurgica [Aguirre y cols.,2020].
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De acuerdo con el Registro Central de Tumores Cerebrales de los Estados Unidos por sus
siglas “CBTRUS” durante el periodo 2013-2017, se presentaron 415,411 casos de
neoplasias que se identificaron como “tumores cerebrales y otros tumores del SNC” de
los cuales 123,484 se designaron como malignos (el 29.7%) y 291,927 como no malignos
(70.3%). Del 100 % de tumores malignos, el 14.5% se clasifico como Glioblastoma (GB)

(Figura 3) [Ostrom vy cols., 2020].

All Other  Malignant
Malignant® Meningioma

0, 0,
All Other 53 0.4%
Malignant Glioma
H 0,
Malignant 8.8%
N = 123,484
29.7% Non-Malignant
Meningioma
37.9%
Glioblastoma
14.5%
Non-Malignant
Glioma
1.0%
All Other - 1
Non-Malignant® Non Mallgnant
6.0% N = 291,927
Non-Malignant 70.3%
Ner¥e SHcai) Non-Malignant
g rggrs Pituitary Tumors
= 16.9%

Figura 3. Distribucion de tumores cerebrales y otros tumores del SNC (total de cinco afios = 415 411;
promedio anual de casos = 83 082), Informe estadistico CBTRUS: Estadisticas de cancer de EE. UU. - NPCR y
SEER, 2013-2017. Tomado de Ostrom y cols., 2020.
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1.3 Glioblastoma
1.3.1 Clasificacion y caracteristicas de GB

Los gliomas son un conjunto de tumores que se caracterizan segun los tipos de células
gliales presentes. Los tumores que surgen de los astrocitos se denominan astrocitomas y
los que se originan a partir de oligodendrocitos se denominan oligodendrogliomas. Los
tumores que consisten tanto en astrocitos como en oligodendrocitos se denominan
Oligoastrocitomas. Los tumores de origen glial dan lugar al cancer cerebral mas agresivo,

conocido como GB. [Tilak y cols., 2021].

El GB es clasificado en dos principales categorias. La primera es el GB primario o de novo,
el cual dentro de la clasificacion de la OMS del 2021 se encuentra dentro del grupo de los
tumores Glioma difuso del adulto, y se caracteriza por su rapido crecimiento y por tener
una alta tasa de mortalidad. Es conocido como GB Isocitrato deshidrogenasa de tipo
silvestre (IDH-wildtype), representa el 90% de los casos y hasta la fecha no se conoce la
existencia de alguna lesion precursora. La edad media de diagndstico es de 62 afios, tiene
una proporcién entre hombres y mujeres de 1.42:1, una media de supervivencia de 15
meses con el esquema general de tratamiento y se localiza en la regién supratentorial del
cerebro donde presenta una extensa necrosis. En la segunda categoria esta el GB
secundario, el cual representa el 10% restante de los casos y es conocido como GB IDH-
mutante o también Ilamado astrocitoma de grado 4, con antecedentes que provienen de
algun glioma difuso o anaplasico de menor grado, la edad media de diagndstico es de 44
anos, la proporcion entre hombres y mujeres es de 1.05:1, la media de supervivencia con

el esquema general de tratamiento es de 31 meses, su localizacion suele ser en la parte
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frontal del cerebro y presenta una necrosis limitada (Figura 4 y Tabla 5) [Louis y

cols.,2016;Melhem vy cols.,2022].

Grado de la OMS ' Grado 1 Grado 2 Grado 3
caracteristicas | Circunscrito Difuso
malignidad | Benigno Maligno
Via de Novo

madre astrocitoma : astrocitoma s,
\ SR astrocitoma 4 * GB pri .
{ pilocitico anaplasico . primario
. TP R P G AR b b > Tol's
S, Nl ettt z =
: W el -
olingoastrocitoma olingoastrocitoma y
anaplasico

olingodendroglioma
olingodendroglioma
anaplasico

Via de desarrollo

Figura 4. Caracteristicas de los 4 tipos de gliomas segun la OMS. Tomado y adaptado de Tilak y cols., 2021.

Tabla 5. Caracteristicas de los GB. adaptado de Louis y cols., 2016

Glioblastoma secundario, IDH-

Glioblastoma primario, IDH-salvaje -

Proporcion de glioblastomas

proporcion de hombres y mujeres 1421 1.05:1
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Tabla 5| continuacion

1.3.2 Origen y desarrollo del GB

El origen de los GB es aun desconocido, no obstante, existen teorias que proponen su
desarrollo. Una de esas teorias propone que el GB proviene de células madre neurales
(CMN) sanas, las cuales al sufrir cambios genéticos y epigenéticos se transforman en
células madre neurales cancerigenas (CMNC). Otra teoria indica que las CMNC pueden
generarse a partir células neuronales (neuronas, astrocitos y oligodendrocitos)
diferenciadas, las cuales al desdiferenciarse dan lugar a las células cancerigenas (Figura 5)

[Rojas vy cols., 2017].
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Figura 5. Origen de los tumores cerebrales. Adaptado de Rojas y cols., 2012

1.4 Tratamiento para los GB

El esquema general de tratamiento para el GB consta de la reseccién quirurgica del tumor,
la aplicacion de radioterapia y quimioterapia con temozolomida (TMZ) (Figura 6) [Tejada y

cols., 2020;Bruna y Alemany, 2020]. A pesar del uso de este esquema, las estimaciones de

sobrevida son bajas, ya que solo el 7.2% de pacientes diagnosticados con GB viven mas de

5 afos después del diagndstico, segln la CBTRUS [Ostrom y cols., 2020].
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Tratamiento para
GB
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5 dias cada 28 dias
durante 6 ciclos

Figura 6. Tratamiento general para GB. Tomado y adaptado de Bruna y Alemany, 2020.

1.4.1 Reseccion quirdrgica

La reseccidon quirurgica tiene como propédsito la reduccion de la masa tumoral, la
obtencidn de biopsias para dirigir de la mejor manera los siguientes tratamientos como lo
son la radioterapia y la quimioterapia, asi como la identificacion histoldgica del tumor y
una disminucion en la recurrencia y el tiempo hasta la progresion del tumor [Tejada y cols.,
2020]. Sin embargo, no se puede asegurar la extraccion completa del tumor ya que esta
limitada por el dafio neurolégico, la localizacién del tumor, los procesos de infiltracién y
la anaplasia que dificultan la identificacién entre el tejido neoplasico y el sano [Ray y cols.,

2010].

17



1.4.2 Radioterapia

El objetivo de la radioterapia es administrar radiacién ionizante sobre la zona tumoral para
disminuir o eliminar las células cancerosas, con el minimo dafio al tejido sano circundante.
Este método pretende aprovechar las caracteristicas de las células tumorales de crecer de
manera rapida y desmedida a diferencia de las células sanas, lo que las convierte en mas
radio sensibles, por lo que podria ser mds complicado que estas células pudieran reparar
el dafio producido por la radiacion y, por tanto, tener un porcentaje de muerte mayor en

comparacion de las células normales [Prezado y cols.,2010; Verdu y cols.,2002]. Las dosis

recomendadas para pacientes adultos son de 60 Gy en fracciones de 1.8-2 Gy/dia por 5
dias y dos de descanso durante 6 semanas para tumores de grados 3y 4 (Figura 6) [Bruna

y Alemany ,2020]. El mecanismo de accién de la radioterapia tiene que ver con la accién

fisica de la radiacién para ionizar atomos de las células cancerosas provocando dafo al
ADN vy su posterior muerte, la cual en muchas ocasiones no se produce de manera
inmediata, ya que se ha reportado que la lesién va acumulando provocar la muerte de la
célula. La radiacion puede afectar tanto a la cadena simple como a la doble cadena del
ADN, generando efectos directos en la célula al dafiar el ADN; asi mismo, la radiaciéon
también puede actuar indirectamente por medio de los radicales libres (OH y O’
formados de la ionizacién o excitacion de componentes celulares como por ejemplo el

agua, que posteriormente dafian al ADN. [Esco vy cols., 2004;Baskar y cols., 2012].
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1.4.3 Quimioterapia

La TMZ es un compuesto derivado de la imidazotetrazina, el cual es un farmaco de primera
linea contra el GB. El aporte de TMZ en la sobrevida global es considero bajo, debido a
gue en promedio la sobrevida con radioterapia y cirugia es de 10 meses, mientras que al
administrar también TMZ, la media en promedio solo llega a 15 meses [Stepanenko y
cols.,2016]. Después de la reseccién quirurgica y administrada de manera concomitante
con la radioterapia, la TMZ se administra diariamente a una dosis de 75 mg/m? durante
un periodo de 6 semanas, después de 4 semanas de descanso, los pacientes reciben una
dosis de mantenimiento que va de 150 a 200 mg/m?los dias 1 a 5 dias cada 28 dias durante
6 ciclos (Figura 7). Después de la administracién oral de TMZ (estable al pH acido del
estdmago, rango de 3.5 a 4), esta se absorbe e hidroliza a pH fisiolégico (7.35-7.45) para
formar 5-(3-metiltriazol-1-il) imidazol-carboxamida (MTIC). El MTIC se hidroliza
nuevamente, dando a lugar al 5-aminoimidazol-carboxamida (AIC) y al cation
metildiazonio el cual causa el efecto citotoxico (Figura 7). El cation Metildiazonio
interacciona covalentemente con los centros nucleofilicos del ADN, este proceso resulté
en la formacién de aductos de ADN, los cuales se conforman de N7-Metilguanina (N7MG),
N3-Metiladenina (N3MA) y O6-metilguanina (O6MG), este ultimo es el principal

responsable de la citotoxicidad de la TMZ. [Hotchkiss y cols., 2021].
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Figura 7. Mecanismo de acciéon de TMZ. Tomado y adaptado de Hotchis y cols. 2021.

5%

A pesar de su utilidad en el tratamiento contra GB, dado la naturaleza del fdrmaco como
agente citotodxico, la TMZ presenta una serie de efectos adversos que se pueden clasificar
en dos categorias. 1.- Efectos hematoldgicos, los cuales no se presentan en la mayoria de
los pacientes e incluyen, leucopenia, trombocitopenia, leucopenia, anemia y aumento de
las enzimas AST/ALT. 2.- Efectos no hematoldgicos, los cuales son mas comunes, estan
relacionados con afectaciones del sistema gastrointestinal como lo son vémitos, diarreas,
nauseas, anorexia y constipacion, también podemos encontrar efectos como dolores de
cabeza, fiebre, alopecia, erupciones cutaneas, poliuria, fatiga y con muy poca frecuencia

se puede presentar infecciones pulmonares [Bae y cols., 2014].

Cabe mencionar, que en el GB se presenta resistencia a el tratamiento con TMZ debido a
la reparacién del ADN por medio de la 06 -metilguanina-DNA metil- transferasa (MGMT),
una enzima reparadora del ADN, la cual elimina al grupo metilo del aducto O6MG, lo que

imposibilita el dafio letal del ADN inducido por TMZ [Anjali y Kumaravel,2018]. Ademas de
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la farmacorresistencia mediada por la MGMT también participan la via de reparacién de
desajustes MMR (mismatch repair) la cual es un sistema que corrige desajustes de bases
de nucledtidos generados en el proceso de la sintesis de ADN, asi como el sistema de
reparacion por escision de la base BER (Base Excision Repair) que interviene en la
reparacion del ADN inducido por agentes oxidantes, radiacidon ionizante o agentes
alquilantes. La autofagia también contribuye a la resistencia hacia la TMZ ya que esta es
el mecanismo para mantener la homeostasis y la supervivencia a través de la degradacién
y el reciclaje de proteinas celulares, organulos y otros componentes celulares, la cual estd
regulada por diversos estimulos, incluidas condiciones como inanicién, hipoxia,

patdégenos, agentes téxicos por radiacion y dafios en el ADN (Figura 8) [Jiaper y cols., 2018].

MMR BER MGMT
N3MA N7MG 06MG
—_— ]
[ Aductos de ADN
l Autofagia

—

Resistencia a TMZ

Figura 8. Mecanismos de resistencia a la TMZ Tomado y Adaptado de. Jiaper y cols.,2018
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1.5 Terapias de rescate

Existe otra estrategia que se usa posterior a la terapia convencional, conocida como
terapia de rescate, en la cual se emplean agentes alquilantes diferentes a la TMZ, como
es el caso de los medicamentos del grupo de las nitrosourea, entre los que se encuentra
la carmustina, fotemustina; asi como de la ciclofosfamida que pertenece al grupo de las
mostazas nitrogenadas. También se emplea el anticuerpo monoclonal bevacizumab, el
cual se une a una proteina llamada factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) para

ayudar a prevenir la formacién de vasos sanguineos nuevos [Garcia y cols., 2020] y el

irinotecan que pertenece a una clase de medicamentos antineoplasicos llamados

inhibidores de la topoisomerasa | [de Man vy cols., 2018; GPC, 2013].

1.6 Nuevas alternativas de tratamiento: combinacion de farmacos

A pesar de las importantes investigaciones destinadas a descubrir y desarrollar farmacos
anticancerigenos novedosos y eficaces, el desarrollo de farmacos es un proceso largo y
costoso, con altas tasas de desercion, siendo que de cada 10 propuestas que entran en
ensayos clinicos de fase I, solo 1 es finalmente aprobada por la Administracion de
Medicamentos y Alimentos (FDA) de los EE. UU., y la proporcién se reduce a 1 de cada 15

para los medicamentos con indicacién oncoldgica [Masuda y cols., 2020]. Por lo anterior,

se ha prestado mas atencion en la bisqueda de efectos de sinérgica con combinacion de
farmacos en donde se busca regular vias de sefializaciéon de apoptosis, contrarrestar la
resistencia a multiples farmacos, inhibir la migraciéon e invasion tumoral, entre otras

[Zhang v cols., 2018].
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Por otro lado, se ha descrito que los benzimidazoles son moléculas con antecedentes
favorables contra el céncer, al inhibir el crecimiento de diversas lineas celulares
cancerosas, causando inhibicion de la polimerizacién de tubulina; induciendo apoptosis y
autofagia; arrestando el ciclo celular; reduciendo la angiogénesis, inhibiendo la resistencia

a los farmacos entre otras [Son y cols., 2020].

Debido a estas caracteristicas se plantea la posibilidad de que la combinacion de TMZ con
un benzimidazol como el ALB podria generar efectos de adicidén o sinérgicos, debido a que

sus mecanismos de accién podrias ser complementarios contra las células de GB.

1.8 Albendazol

En 1975 se introdujo el albendazol (ALB), un benzimidazol cuyo nombre quimico es (N-(5-
propiltio-1H-bencimidazol-2-il) carbamato, como un agente parasitario, contra
trematodos hepaticos, tenias, nematodos pulmonares y gastrointestinales en ovejas y

ganado [Theodorides, 1976]. Su administraciéon es via oral y su principio activo es el

sulfoxido de albendazol (ALBSO). El mecanismo de accion del ALB en el tratamiento
contra los helmintos implica la inhibicion de los microtubulos y el bloqueo de la captaciéon
de glucosa, lo que conduce al agotamiento de las reservas de glucdégeno y reduce la
formacion de ATP durante las etapas larval y adulta de los parasitos susceptibles [Bertram,
1992]. Existen pocos estudios sobre su mecanismo de accién sobre células cancerigenas,
sin embargo, en un estudio sobre los efectos del ALB en células de carcinoma ascitico de
Ehrlich (EAC), se involucra al estrés oxidativo, la disminucion de niveles de glutation,
fragmentacion del ADN, aumento de la expresidon de proteinas proapoptéticas y
activacion de la via de la apoptosis (Figura 9). Dada la capacidad de la mayoria de las
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células cancerigenas de evadir el proceso de apoptosis, el encontrar fdrmacos que
promuevan este mecanismo, estos pueden usarse como un enfoque para nuevos

tratamientos contra el cancer [Castroy cols., 2016].
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9. Mecanismo de accion del ALB en células de carcinoma de Ehrlich. Adaptado de Castro y cols., 2016.
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2. JUSTIFICACION

Actualmente la TMZ es el farmaco de primera eleccién para el tratamiento
guimioterapéutico contra GB, sin embargo, debido a la farmacorresistencia presentada
por las células cancerigenas a TMZ, su eficacia es limitada, por lo que se requieren nuevas
estrategias para mejorar el efecto citotdxico de este farmaco. En este trabajo se evalué el
efecto citotdxico de la combinacidn de TMZ con ABZ sobre células de glioma, esperando
que, al exhibir mecanismo de citotoxicidad diferente para cada farmaco, se presente un

efecto sinérgico, mejorando asi la eficacia de TMZ.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General:

Evaluar el efecto citotdxico in vitro de la combinacion de TMZ y ALB mediante la
construccion de curvas concentracion respuesta y su posterior analisis con la ayuda de
métodos estadisticos con la finalidad de descubrir las interacciones farmacoldgicas que

participan en dicha combinacion.

3.2 Objetivos Particulares:
e Realizar curvas concentracion respuesta in vitro de ALB en células de C6 de
glioma.
e Realizar curvas concentracion respuesta in vitro de TMZ en células C6 de glioma.
e Determinarel grado de la interaccidon farmacolégica de la combinacién TMZ+ALB
en células C6 de glioma in vitro.
e Determinar alteraciones morfoldgicas de la combinaciéon de TMZ+ALB en células

C6 de glioma in vitro.
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4. HIPOTESIS

La combinacion TMZ+ALB, presentara un efecto aditivo in vitro sobre células C6 de glioma.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Reactivos

El Medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), la solucién de
antibidtico-antimicético (10,000 unidades de penicilina, 10 mg de estreptomicina, y 25 ug
de anfotericina B por mL), la tripsina 10x, ALB, la TMZ, el cristal violeta, y el bromuro de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) fueron obtenidos de Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA). El suero fetal bovino (Fetal bovine serum (FBS)) fue obtenido de
Biowest (Nuaillé, Pays de la Loire, France), el Dimetil sulfoxido (DMSO) de grado analitico,
fue obtenido de Merck (Readington Township, NJ, Germany), el Buffer de fosfatos (PBS)

que fue preparado con reactivos de grado analitico.

5.2 Linea celular y condiciones de mantenimiento y crecimiento

Este estudio se realizé con la linea celular de glioma de rata C6. Las células fueron
proporcionadas en el Laboratorio de Neuroinmunologia del INNN, las cuales se
mantuvieron a una temperatura de 37°C y a una atmodsfera del 5% de CO2 durante todo
el estudio. El medio de cultivo utilizado para mantener en cultivo las células fue DMEM el
cual se le adiciono FBS al 11% junto con antibidtico y antimicético al 1.1% para
posteriormente filtrar con un sistema de filtracidn estéril con membrana de acetato de
celulosa con un tamafio de poro de 0.22um. Las células se mantuvieron en botellas de

cultivo DE 25cm? hasta alcanzar una confluencia de 80-90%, posteriormente se lavaron 3
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veces con PBS y se despegaron con solucién de tripsina 1x para su recoleccion, conteo y

siembra.

5.3 Preparacidn de soluciones para la curva concentracion respuesta

Para la TMZ se pesaron 9.7mg para la preparar una solucién madre de 200 mM en 0.250
ml de DMSO al 100%. A partir de esta solucidon madre se prepard una solucién de trabajo
(ST) en DMEM, la cual se utilizé para realizar diluciones seriadas para obtener las

soluciones de la curva de TMZ.

a) Setomaron 15 ul de la solucién madre y se aforo a 1.5 ml con DMEM para la ST con
una concentracion de 2000 uM.

b) Dela ST, se tomaron 600 ply se aforaron a 1.5 ml con DMEM para la concentracién
de 800 puM. (solucién 1)

c) De la solucién 1, se tomaron 600 ul y se aforaron a 1.5 ml con DMEM para la
concentracion de 320 uM. (solucidn 2)

d) De la solucién 2, se tomaron 600 ul y se aforaron a 1.5 ml con DMEM para la
concentracion de 128 uM. (solucidn 3)

e) De la solucién 3, se tomaron 600 ul y se aforaron a 1.5 ml con DMEM para la
concentraciéon de 50 uM. (solucidn 4)

f) De la solucién 4, se tomaron 600 pl y se aforaron a 1.5 ml con DMEM para la

concentraciéon de 30 uM. (solucidn 5)

Para el ALB se pesd 1 mg para preparar una solucion madre de 1000 uM en 2 ml de DMSO
al 100%. A partir de esta solucién se prepard una ST de 10 uM aforada a 1.5 ml con DMEM
y con un porcentaje de DMSO al 1%, de la cual se tomaron alicuotas para preparar

soluciones en DMEN para obtener las concentraciones de la curva de ALB:

27



a) Setomaron 120 ul de la STy se aforo a 1.5 ml con DMEM para la concentracién de
0.8 uM.

b) Se tomaron 75 pl de la ST y se aforo a 1.5 ml con DMEM para la concentracién de
0.5 uM.

c) Se tomaron 48 ul de la ST y se aforo a 1.5 ml con DMEM para la concentracion de
0.32 uM.

d) Se tomaron 30 pl de la ST y se aforo a 1.5 ml con DMEM para la concentracién de
0.20 pM.

e) Setomaron 19.5 ul de la STy se aforo a 1.5 ml con DMEM para la concentracion de
0.13 pM.

f) Setomaron 12uldela STy se aforoa 1.5mlcon DMEM para la concentracion de 0.08

UM,

5.4 Evaluacién de los fdrmacos
5.4.1 Pruebas de viabilidad celular

Para la evaluacion de la citotoxicidad se uso el ensayo MTT, el cual se basa en la reduccion
de wuna sal de tetrazolio amarilla (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio) a cristales de formazdan de color morado por las células metabdlicamente
activas. Las células viables contienen enzimas oxidorreductasas dependientes de NADPH

que reducen el MTT a formazdan [Sigma-aldrich, 2016].

Se utilizaron placas de 96 pozos donde sembraron 2000 células por pozo, y se incubaron
con 100 pl de DMEM durante 24 horas. Transcurrido este tiempo se trataron con ALB o
TMZ a las concentraciones antes descritas en el apartado 5.3 y se incubaron por 72 horas.
Después de ese tiempo se realizé un cambio de medio y se agregd 10 ul de MTT (1mg/ml)
por pozo, se incubd durante 3 horas y se retird el medio junto con el MTT dejando solo

los cristales formados, posteriormente se afiadié 100 ul de DMSO al 100% vy se agitd por
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lhora en un equipo de agitacion. Se determind la absorbancia a 570 nm utilizando el lector

de microplacas (Biotek Synergy LX).

La viabilidad celular se obtuvo mediante la formula:

Abs Mtra
Abs Control

% viabilidad = ( )* 100

Formula 1

El porcentaje de mortalidad se obtuvo a partir de los datos obtenidos en la ecuacién 1 con
la siguiente formula:
%mortalidad: 100 — % viabilidad

Formula 2

Con los datos de porcentaje de mortalidad se construyd las curvas concentracion-
respuestay se calculd la ICso con el analisis de regresion no lineal Probit. Usando para ello

el programa SPSS V26.

5.5 Evaluacion de la combinacion de TMZ con ALB

A partir de las curvas de concentracidn respuesta se seleccionaron tres concentraciones
que exhibieron una mortalidad menor al 50%, por lo que las concentraciones que se

usaron para las combinaciones se presentan en la Tabla 6.

29



Tabla 6. Combinaciones de TMZ+ALB evaluadas

TMZ (uM)
30 50 128

0.08 C1 C4
0.13 C2 CS
0.2 C3 C6

Las combinaciones fueron preparadas a partir de cada solucién madre de cada farmaco,
es decir, las concentraciones de 30, 50 y 128 uM de TMZ fueron preparadas a partir de la
solucién madre de 200 Mm que posteriormente se usd para preparar una ST a 560 uM,
asi como las soluciones de 0.08, 0.13 y 0.2 uM de ALB fueron preparadas a partir de la
solucién madre de 1000 uM, la cual se utilizé para preparar una ST de 10 uM por lo que,

cada combinacion quedo elaborada de la siguiente manera:

Combinacién de ALB con 30 uM de TMZ:

C1:107 ul de ST de TMZ + 16 pul de ST de ALB + 1877 ul de DMEM.
C2: 107 ul de ST de TMZ+ 26 pl de ST de ALB+ 1867 pl de DMEM.
C3: 107 ul de ST de TMZ+ 40 pl de ST de ALB+ 1853 pl de DMEM.

Combinacion de ALB con 50 uM de TMZ:

C4: 178 pul de ST de TMZ+ 16 pl de ST de ALB+ 1806 ul de DMEM.
C5: 178 pul de ST de TMZ+ 26 pl de ST de ALB+ 1796 pl de DMEM.
C6: 178 ul de ST de TMZ+ 40 ul de ST de ALB+ 1782 pul de DMEM.

Combinacidn de ALB con 128 uM de TMZ:

C7: 457 ul de ST de TMZ+16 pl de ST de ALB+ 1527 ul de DMEM.

C8: 457 ul de ST de TMZ+26 ul de ST de ALB+ 1517 ul de DMEM.
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C9: 457 ul de ST de TMZ+40 pul de ST de ALB+ 1503 ul de DMEM.

Posteriormente se sembraron 2000 células por pozo, en placas de cultivo de 96 pozos y
después de 24 horas de incubacién a 37°Cy 5% de CO,, las células se trataron con 100 pl
de las soluciones que se presentan en la Tabla 6. Las células se incubaron durante 72
horas, y posteriormente las soluciones se reemplazaron con DMEM vy se agregd 10 pl de
la solucion MTT (1mg/mL). Después de 3 horas, la solucién de MTT se sustituyé por DMSO
al 100% para disolver los cristales de formazan. Las placas se agitaron durante 1 hora en
un equipo de agitacion y se leyd la absorbancia de la solucidn, utilizando un lector de
microplacas (BiotekSynergy LX) a 570 nm. Se evaluaron 6 repeticiones en cada
tratamiento y los experimentos se repitieron al menos tres veces. Una vez obtenidas las
lecturas de absorbancia, el porcentaje de viabilidad celular se calculé mediante la férmula
1y el porcentaje de mortalidad se calculd con la formula 2.

Para identificar si el efecto citotoxico de las combinaciones TMZ+ALB fue sinérgico o
aditivo, con los resultados de mortalidad obtenidos de cada farmaco individual se calculé
la mortalidad promedio tedrica o esperada (TMZ+ALB Teo) y se comparé con la mortalidad
promedio obtenida experimentalmente (TMZ+ALB Exp) usando una prueba de T-student
y considerando una diferencia significativa con un valor de p<0.05. Considerando un
efecto aditivo cuando la mortalidad Tedrica era igual a la experimental (p>0.05). Y un
efecto sinérgico cuando la moralidad Tedrica era menor a la experimental (p<0.05). Para
una mejor visualizacién de los resultados se construyd una grafica de barras donde se
visualizaron los resultados de mortalidad de las diferentes combinaciones evaluadas y de

los farmacos por separado, esta grafica se realizé usando el programa GraphPad Prism
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software (versién 8.0 GraphPad Inc. La jolla, CA. USA). Para el andlisis estadistico se usé el

programa SPSS v.26.

5.6 Determinacion de los cambios morfolégicos después de la aplicacion de los farmacos
solos y en combinacion.

Para la evaluacion de las alteraciones morfoldgicas causadas por los tratamientos durante
72 horas con los farmacos solos, asi como por la combinacién TMZ con ALB, antes de
agregar la solucién de MTT, se tomaron microfotografias de las células después de cada
tratamiento (especificamente de las concentraciones de 500, 1000 y 2000 uM para la
curva de TMZ y 0.08, 0.32 y 0.8 uM para la curva de ALB, asi como la concentracion de
30uM de TMZ y 0.08 uM de ALB y su respectiva combinacion) utilizando un microscopio

de contraste de fases (Motic modelo AE31E) con un objetivo 20X.
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6. RESULTADOS

6.1 Efecto citotdxicos de TMZ.

Los resultados de mortalidad de células de glioma C6 después de recibir tratamiento con
diferentes concentraciones de TMZ se muestran en la Grafica 1. Se puede observar un
efecto citotoxico dependiente de la concentracién de TMZ. Se observa una mortalidad
maxima de 70% a la concentracidon mas alta de TMZ correspondiente a 2000 uM. El valor
obtenido de ICso fue de 1213 uM (1125-1315 uM), este valor se encuentra en el rango de
concentracion de ICso reportadas para TMZ por otros autores el cual va de 600 uM a 1700

UM durante un periodo de exposicion de 72hrs en la linea celular C6 [Ampudia, 2016;

Giakoumettis vy cols.,2019].
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Grafica 1. Curva concentracion respuesta de TMZ sobre células de glioma C6. Cada punto representa la

media de mortalidad de las células t desviaciéon estandar (DE) n= 3 experimentos con 6 repeticiones cada
uno.
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6.1.1 Alteraciones morfoldgicas con TMZ

En la Figura 10 se muestran imdagenes de las células después del tratamiento con TMZ a
las concentraciones de 500, 1000 y 2000 uM, asi como las células del grupo control (CTL).
Dichas concentraciones fueron las que permitieron observar adecuadamente las
diferencias en la disminucidn de la confluencia y la perdida de morfologia celular en
comparacion con el control, por lo que se evidencia cualitativamente que los resultados
son dependientes de la concentracién lo cual se correlaciona con los resultados de

mortalidad.

CTL TMZ 500 pM

3um

TMZ 1000 pM TMZ 2000 pM

Figura 10. Imagenes de células de glioma C6 tratadas a distintas concentraciones de TMZ. Se observa el
efecto del farmaco a distintas concentraciones, asi como las células del grupo control. Se puede observar
gue a mayor concentracion se pierde la confluencia y la morfologia tipica de las células. Imagenes tomadas
con objetivo 10x. Aumento total de 100x.

34



6.2 Efecto citotdxicos de ALB.

El grafico 2 muestra la curva concentracién-respuesta de ALB en la linea celular C6 de
glioma. Se observa una mortalidad maxima de 50% a la concentracién mas alta de ALB
correspondiente a 0.8 uM. Se puede observar que la respuesta fue dependiente de la
concentracion y El valor de la IC50 obtenida fue de 0.6 uM (0.55-.68). Este valor coincide

con un reporte previo sobre la misma linea celular [Hernandez y cols.,2023].
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Grafico 2. Curva concentracion respuesta de ALB sobre células de glioma C6 obtenida mediante ensayo MTT.

Cada punto representa la media 1t Desviacién estandar (DE) n= 3 experimentos con 6 repeticiones cada
uno.

6.2.1 Alteraciones morfoldgicas con ALB

En la Figura 11 se muestran imagenes de las células después del tratamiento con ALB a las
concentraciones de 0.08, 0.32 y 0.8 uM, asi como de células sin tratamiento. Se puede
observar morfologia alterada con las concentraciones de 0.32 y 0.8 uM en comparacién

con la concentracion de 0.08 uM y el CTL.
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Figura 11. Imagenes de células de glioma C6 tratadas a distintas concentraciones de ALB. Se observa el
efecto del farmaco a distintas concentraciones, asi como las células del grupo control. Se puede observar
gue a mayor concentracién se pierde la confluencia y la morfologia tipica de las células. Imagenes tomadas
con objetivo 10x

Al comparar la eficacia de ALB y TMZ encontramos que TMZ fue mas efectivo que ALB,

alcanzando una mortalidad maxima de (70% +3), mientras que la de ALB fue de (48% 16),

sin embargo, ALB fue mas potente que TMZ.

6.3 Efecto de la combinacion

De las nueve combinaciones que se evaluaron (TMZ 128 uM + ALB 0.08 uM; TMZ 128 uM
+ALB 0.13 uM; TMZ 128 uM + ALB 0.20 pM; TMZ 50 uM + ALB 0.08 uM; TMZ 50 uM + ALB
0.13 uM; TMZ 50 uM + ALB 0.20 uM; TMZ 30 uM + ALB 0.08 uM; TMZ 30 uM + ALB 0.13

uM; TMZ 30 uM + ALB 0.20 uM) dos de ellas presentaron efecto sinérgico y en una un
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efecto aditivo. La Figura 12 muestra los porcentajes de mortalidad de estas

combinaciones.

La combinacién TMZ 30 uM+ ALB 0.08 UM resulté en un efecto aditivo debido a que no
hay diferencias significativas entre la mortalidad tedrica y la experimental (*p>0.05)
(Figura 12A). Las combinaciones que presentaron efecto sinérgico fueron TMZ 30uM+ALB
0.13uM y TMZ 30 uM+ ALB 0.20 uM. La mortalidad experimental ocasionada por la
combinacion TMZ 30 uM + ALB 0.13 uM (38.1%) fue 1.5 veces mayor en comparacion con
la mortalidad esperada al sumar el efecto citotéxico de cada farmaco por separado (26%)
(p<0.05). En la combinaciéon TMZ 30 uM+ ALB 0.20 uM la mortalidad de las células fue de
44% y este porcentaje es mayor 1.2 veces que la suma de la mortalidad de cada farmaco

(p<0.05) (Figura 12 By 12C).
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Figura 12. Actividad citotoxica de las combinaciones TMZ+ALB que mostraron efectos de aditividad y
sinergismo en contraste con cada farmaco y la suma tedrica. A) combinacion TMZ 30 uM+ALB0.08 uM. (B)
combinacién TMZ 30 uM + ALB 0.13 uM. (C) combinaciéon TMZ30 uM + ALB 0.20 uM. Cada barra representa
la media de mortalidad celular de 3 experimentos diferentes + DE. (*p>0.05)
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6.3.2 Alteraciones morfoldgicas con la combinacién

En la Figura 13 se muestran las imagenes tomadas de las células después del tratamiento
con la combinacién TMZ 30 uM + ALB 0.13 uM, asi como del grupo control. Se puede
observar una alteracion de la morfologia y disminucién de la confluencia celular con la

combinacion en comparacién con el efecto ocasionado con cada farmaco por separado.

CTL

TMZ 30uM +ALB 0.13pM

Figura 13. Imagenes de células de glioma C6 tratadas con la combinacion de TMZ 30 uM + ALB 0.13 uM. Se
observa también el efecto de los farmacos por separado a las mismas concentraciones usadas en la
combinacién. Se puede observar que con la combinacion se perdié la confluencia y la morfologia tipica de
las células. Imagenes tomadas con objetivo 10x
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7. ANALISIS DE RESULTADOS

El inicio del andlisis cuantitativo de la combinacion entre farmacos inicia con la creaciény
posterior interpretacién de las curvas concentracion respuesta la cual, esta sujeta al
entendimiento de dos conceptos basicos de la farmacologia como lo son la eficacia y la
potencia de un farmaco; la eficacia cuyo concepto hace referencia a que tan buena es la
respuesta farmacoldgica de un farmaco y cuya representacion grafica esta dada por la
altura de la gréfica, asi como la potencia que se refiere a la cantidad de farmaco necesaria
para lograr un efecto significativo y cuya representacion esta dada por el acercamiento de

la grafica al eje de las ordenadas.[Gleason, 2010]

La informacién proporcionada por las curvas concentracion respuesta sobre la potencia y
eficacia de un farmaco permite conocer si la combinacion de un farmaco A con un farmaco
B producird un efecto especifico, este efecto esperado también conocido como efecto
aditivo se comparara estadisticamente con los datos obtenidos durante la
experimentacion indicando asi, si se ha producido una desviacién de la aditividad, como

sinergismo o antagonismo. [Tallarida, 2011]

El modelo elegido para esta investigacion es el de aditividad de respuesta, que supone
una interaccion positiva al combinar dos farmacos (Eas) cuya respuesta sera mayor a la
suma de sus respuestas individuales (Eag > Ea + Eg). Este modelo a pesar de tener las
ventajas de comparar los efectos de la combinacidn con los efectos de los farmacos
individuales asumiendo que su efecto es aditivo, que su proceso no se considera laborioso
y de bajo costo, es cierto que para determinar el sinergismo por este método hay que

partir de curvas concentracidn respuesta lineales, pero para el resto de los farmacos que
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no cumplen con dicha condicién no es la mejor opcién a la hora de determinar la

existencia de sinergismo. [Duarte & Vale, 2022]

Por lo tanto, se han creado otras metodologias que no tienen esta limitante, por lo que la
necesidad de tener resultados cada vez mas eficaces a la hora de determinar sinergismo
entre medicamentos, ha promovido la variacién de distintos modelos como lo es la
construccion de isobologramas, el cual es el método mas utilizado para evaluar la sinergia
o la subaditividad. Consiste en la construccién de un gréfico en coordenadas cartesianas
en el que los ejes son las dosis de los respectivos farmacos, los cuales producen efectos
similares; este grafico que consta de una linea o curva que representa pares de dosis, las
cuales al ser utilizadas juntas producen un nivel de efecto especifico si los farmacos actian

de manera independiente [Tallarida, 2012]. Sin embargo, este modelo presenta ciertas

limitaciones ya que soélo considera el efecto de la combinacidon a un nivel de efecto
especifico (CEsp, CEso etc.) y considerando concentraciones equi-efectivas de cada

farmaco por separado y en combinacién [Tallarida, 2001].

También existen métodos informaticos muy utiles como lo es el modelo de Chou y Talalay
el cual utiliza métodos matematicos basados en las ecuaciones de Michaelis-Menten, Hill,
Henderson-Hasselbalch y Scatchard, las cuales proporcionan algoritmos para la
simulacién informatica automatizada de sinergismo y/o antagonismo en cualquier efecto
y nivel de dosis. [Chou, 2010]. Su gran ventaja es el reciente desarrollo de un método para
la estimacidn de intervalos de confianza para el indice de combinacién que permite la

aplicacién de estadisticas [Kifer y cols., 2020]. Para el acceso a este recurso, es necesario

el uso de potentes ordenadores, ya que este software tiene la posibilidad de hacer analisis
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tanto en regresién lineal como en no lineal, permitiendo asi, la determinacién del

sinergismo en varios grupos farmacoldgicos [Asthon, 2015].

A pesar de la existencia de los multiples modelos matematicos para demostrar la sinergia
entre farmacos, se ha concluido que para llegar a datos exactos y seguros es necesario
conocer a detalle el comportamiento de los farmacos y las caracteristicas del estudio para
poder elegir cual método es el mas adecuado para dicho analisis o si es necesario realizar

el andlisis con mas de un modelo [Zhao vy cols., 2010] .

Dados los antecedentes, los siguientes resultados del presente estudio de la combinacién
TMZ con ALB muestran una gama de interacciones farmacoldgicas que van desde el
antagonismo hasta el sinergismo, esto dependiendo de la proporcién de cada farmaco
usado en las combinaciones. Se pudo observar que el efecto sinérgico se presentd en
aquellas combinaciones con una concentracién de TMZ baja (30 uM). Este efecto sinérgico
se correlaciona con una disminucion de dosis de cada uno de los farmacos, debido a que
para alcanzar un 40% de mortalidad como fue el caso de la combinacién TMZ 30 uM+ ALB
0.13 uM, se requeriria una concentracién aproximada de TMZ de 800 uM por lo que al
dividir los 800 uM entre 30 uM, nos indica que se redujo en 26 veces el uso de TMZ. En el
caso de ALB se logré disminuir la concentracion de ALB 2.4 veces debido a que para
alcanzar un 40% de efecto se requiere una concentracion de 0.32 uM de ALB, ya que este

es el resultado al dividir 0.32 uM entre los 0.13 uM (Figura 12).

Los resultados de aditividad y sinergismo encontrados podrian deberse a los diferentes
mecanismos de accién de cada uno de los farmacos, debido a que se ha reportado que en

ALB se involucra la via del estrés oxidativo asociada con el dafio del ADN al inducir la
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fragmentacion del ADN y la posterior apoptosis [Castro y cols., 2016; Chaiy cols., 2021]; y

por otro lado TMZ actua sobre los centros nucleofilicos del ADN lo cual causa
citotoxicidad, sin embargo otros estudios son requeridos para elucidar los mecanismos de

accion de la combinacién de ambos farmacos.

La existencia de diversos estudios de combinacion de diversos farmacos con TMZ revelan
la urgencia de los médicos por hallar nuevas alternativas terapéuticas para tratar al GB.
En dichos estudios como el realizado por Vengoji y cols. (2019) donde se reporta la
combinacion de TMZ con el farmaco afatinib sobre lineas celulares de glioma GBM U87MG
y U25, se encontrd que el afatinib, (un inhibidor de la enzima tirosin kinasa) incrementd

el efecto citotoxico de TMZ de forma sinérgica. [Vengoji y cols., 2019]. Asi como en otro

estudio realizado por McConnel y colaboradores en el 2018, en el cual evaluaron la
combinacion de antioxidantes (vitamina D3 y el acido alfa-lipoico, melatonina) con TMZ
en células de glioma U87-MG y MU1454, concluyen que los antioxidantes pueden tener

efectos sinérgicos con TMZ [McConnell y cols.,2018].

Las recientes investigaciones para determinar si ALB es un buen agente anticancerigeno
ha traido estudios como el elaborado por Ghasemi y colaboradores en 2017, donde se
probd el tratamiento con ALB en 20 lineas celulares del cancer de células escamosas de
cabeza y cuello, a partir de dosis que van de 1nM-10 uM. Sus resultados mostraron que
13 lineas celulares respondieron al ALB con una ICso promedio de 152nM, dicha respuesta
fue dada como resultado de la apoptosis, la inhibicion de la migracion celular, la detencién
del ciclo celular en la fase G2/M y la alteracidon de la distribucion de tubulina [Ghasemi y

cols., 2017]. En estudios in vivo, en el 2001, Pourgholami y cols. Demostraron que el uso
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de ALB suprime la proliferacidn in vitro e in vivo de células de carcinoma hepatocelular

mediante la inhibicién de la polimerizacién de tubulina [Pourgholami y cols., 2001].

Para finalizar, la aplicacion clinica del ALB en pacientes con cancer ha sido limitada ya que
se requieren de mas estudios que confirmen su seguridad como tratamiento
farmacolégico y que cuyas reacciones adversas no interfieran con la salud de los
pacientes. Uno de los primeros estudios que se realizaron con ALB en pacientes fue el
dado por Morris y cols., en el 2001, el cual llevo un estudio piloto con 9 pacientes con
carcinoma colorrectal avanzado con metastasis hepatica (n = 7), carcinoma hepatocelular
(n = 1) o mesotelioma/tumor carcinoide en el higado y la pleura (n = 1). Sus resultados
arrojaron que 7 pacientes redujeron los niveles del antigeno carcinoembrionario (CEA) o
de la proteina a-feto (AFP) en un tratamiento de 10 mg/kg al dia durante 28 dias, pero en
los 2 pacientes restantes, los niveles de CEA o AFP, después de la estabilizacion inicial

durante 5 a 10 dias, comenzaron a aumentar nuevamente [Morris y cols., 2001].

La elaboracién de diversos estudios destaca la urgencia de encontrar alternativas
terapéuticas no solo para el GB si no para los distintos tipos de cdncer que acongojan a
muchas personas en todo el mundo, el aporte de este estudio espera ser un parteaguas
para la investigacién de las combinaciones farmacoldgicas con ALB el cual, en este estudio
demostrdé reducir las concentraciones de TMZ y que en conjunto con los demas estudios
citados en este trabajo, sean la base para el encuentro de un nuevo tipo de tratamiento.

Se esperan mas estudios que avalen la utilidad y el alcance de dicha combinacién.
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8. CONCLUSIONES

En este trabajo se exploré el efecto de la combinacion de TMZ con ALB en un rango de
distintas concentraciones de cada farmaco (de 2000 a 30 uM de TMZ y de 0.8 a 0.08 uM
de ALB). Los resultados mostraron diferentes tipos de interaccién farmacoldgicas entre
los que destacan los efectos aditivos y sinérgicos en las concentraciones de 0.13 a 0.20
UM de ALB con 30 uM de TMZ. Estos resultados son una muestra de que ALB tiene la
capacidad de reducir la viabilidad celular y la concentracion de TMZ sin afectar su eficacia
y que es una posible alternativa eficaz, segura y accesible para el tratamiento del GB. Se
requieren mas estudios que avalen la seguridady la eficacia de la combinacion en modelos

in vivo.
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