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1. INTRODUCCION

A partir de los afios 50-'s se inicio el interés de la comunidad cientifica por investigar
los efectos benéficos en la salud de personas que consumen moderadamente
bebidas fermentadas. Desde entonces, se ha reportado que la cerveza contiene
diversas sustancias con efectos antiinflamatorios, sedativos, antineoplésicos y de
modulacién del sistema inmune (MacGregor 1986). Respecto al sistema inmune, se
sabe que el consumo moderado de cerveza altera al sistema inmune innato y
adaptativo, especificamente, puede inducir un impacto positivo en los linfocitos T,
B, células naturales (NK) y monocitos/macrofagos; asi como, disminuir la
produccion de citocinas proinflamatorias (Szabo 1999; Bautista 2001). Las células
NK son componentes esenciales de la inmunidad innata cuya funcién principal es
impedir infecciones y el crecimiento tumoral (Abbas et al., 2009). En diversas
neoplasias, la actividad de estas células es afectada, principalmente en tumores del
sistema nervioso central, como el glioblastoma, en donde se observa una
disminucién de la actividad de NK’s producto de una disminucién del ligando del
receptor activador de células NK grupo 2 NK2G que regula la funcién antineoplasica
de estas células (Crane et al., 2014). Sin embargo, gracias a los efectos benéficos
de ciertos componentes de la cerveza sobre la inmunidad innata, el consumo
moderado de cerveza podria inducir un efecto positivo sobre la activacion de células
NK que llevarian a la lisis de células tumorales.

Se pretende determinar el efecto que tiene el consumo moderado de cerveza sobre
la capacidad de induccién de muerte de células de glioblastoma por NK’s
provenientes de donadores saludables, asi como la posible sensibilizacién e

induccion de muerte de las células tumorales por un extracto de lapulo.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
El glioblastoma multiforme (GBM) es el tumor mas agresivo y fatal del sistema
nervioso central y la terapéutica actual es solo paliativa (Sepulveda and Puente
2000). Los tratamientos actuales mas novedosos con anticuerpos humanizados y
células T con receptores de antigeno quimérico (CAR T), son extremadamente

elevados en costo y no han mostrado avances significativos en la sobrevida de los
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pacientes con GBM (Feins et al., 2019). La presente propuesta pretende conocer si
el consumo moderado de cerveza tiene un impacto positivo sobre la respuesta
inmune innata antitumoral. Los resultados que aqui se obtengan permitiran
determinar la funcionalidad antitumoral de células NK provenientes de voluntarios
gue han tenido un consumo moderado de cerveza y si este consumo favorece la
eliminacién de células tumorales de glioblastoma por células NK. Ademas, se
pretende determinar el papel sensibilizador y de induccién de apoptosis del lapulo
sobre células neoplasicas de glioblastomas humanos. El consumo moderado de
cerveza podria impactar benéficamente a la respuesta inmune antitumoral por
células NK, beneficiando no solo a pacientes con glioblastoma, si no también, a

pacientes con diversos tipos de cancer.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general
Se pretende determinar si el extracto de ldpulo impacta positivamente sobre la
funcionalidad antitumoral de células NK entonces, aumentara la expresion del

ligando NKG2D vy la lisis de células de glioblastoma humano.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar el efecto del extracto de lUpulo sobre la actividad antitumoral de
células NK provenientes de donadores sanos.

e Evaluar la modulacion de receptores de muerte y activacion de células NK
provenientes de donadores sanos haciendo un enfrentamiento de lineas
celulares de glioblastoma humano.

e Evaluar las diferencias que existen en la modulacion de la actividad de
células NK sensibilizando a las células de glioblastoma humano con alfa-
isoacidos.

e Determinar el posible efecto sensibilizador y promotor de apoptosis del
extracto del lapulo al inducir la apoptosis y modular la expresion de FAS y

FAS-L en células de glioblastoma humano.
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e Sensibilizar las células de glioblastoma humano con tratamientos como alfa-

isoacidos, temozolomida (TMZ) y dimetilsulféxido (DMSO) a diferentes
concentraciones y tiempos para poder ver la expresion de NKG2D utilizando

anticuerpos y citometria de flujo.

4. ANTECEDENTES

A partir de los afios 50 's se inici0 el interés de la comunidad cientifica por investigar
los posibles efectos benéficos en la salud de personas que consumen
moderadamente alcohol. Desde entonces, se han desarrollado diversos estudios
enfocados a determinar esta relacion. Es bien sabido que el consumo crénico y
excesivo de bebidas alcohdlicas puede ocasionar fallas multiorganicas y aumento
de la morbilidad y mortalidad de los consumidores cronicos (Messaoudi et al., 2014).
Respecto al sistema inmune, se conoce que el alcohol puede suprimir diversas
respuestas inmunes, y que su abuso se ha asociado con una mayor incidencia de
desarrollar diversas enfermedades infecciosas y del tracto respiratorio
especialmente de bacterias tales como S. pneumonie y M. tuberculosis (Ahmed
1995; Szabo 1998; Zhang et al., 2008). Aunque el consumo agudo y crénico del
alcohol es deletéreo para la salud y generalmente visto como inmunosupresor, ain
en la actualidad no se ha documentado claramente si el consumo moderado de
alcohol produce cambios en la funcién inmune que tengan relevancia clinica
(MacGregor 1986). De hecho, el consumo moderado de alcohol se ha sugerido que
tiene efectos benéficos en el sistema inmune (celular y humoral) al comparar contra
personas que abusan de su consumo e incluso contra personas abstemias (Cohen
et al., 1993; Mendenhall et al., 1997; Diaz et al., 2002; Romeo et al., 2007).

Se sabe que el consumo de alcohol altera al sistema inmune innato y adaptativo
tanto en humanos como en modelos animales. Especificamente, se ha demostrado
una disminucion en los niveles circulantes de mediadores inflamatorios. Mandrekar
et al, 2006 demostraron la disminucién de la produccion de factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa) e interleucina 1 beta (IL-18) en monocitos circulantes de una
forma dosis-dependiente (Mandrekar et al., 2006). EI consumo de alcohol también

modula de forma dosis-dependiente la expresion de los Receptores tipo Toll (TLRS),
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los cuales inician respuestas inflamatorias por una transduccién de sefales que
incluyen la activacion de factor nuclear kB (NFkB) (Kawai and Akira 2006).
Existen diversos mecanismos por los cuales el alto consumo de alcohol afecta la
inmunidad. Tal parece que puede disminuir la capacidad de migracion de los
leucocitos hacia los tejidos dafados o infectados, puede inducir anormalidades en
los linfocitos T, B, células NK y monocitos/macrofagos; asi como, disminuir la
produccion de citocinas (Szabo 1999; Bautista 2001). Sin embargo, a pesar del
hecho de que la respuesta humoral y celular se ven afectadas en los consumidores
de grandes cantidades de alcohol (Budec et al., 1992), estudios en humanos y
animales experimentales sugieren que bajas dosis de alcohol aumentan la
respuesta inmune innata y adaptativa (Mendenhall et al., 1997, Romeo et al., 2007).
Este efecto benéfico sobre el sistema inmune es dependiente del tipo de bebida (si
es fermentada o destilada), asi como de la cantidad y duracién del consumo de
alcohol y del género.
Respecto a la cerveza como bebida alcohdlica, es necesario considerar que ademas
de la cantidad de alcohol, esta contiene otros componentes interesantes tales como
carbohidratos, fibra soluble, minerales (fésforo,silicio,magnesio, potasio) y vitaminas
(niacina, riboflavina, piridoxina, folatos y vitamina B12), asi como polifenoles que
pudiesen modular el sistema inmune (Boscolo et al., 2003, Vinson et al., 2003,
Nardini et al, 2006). Romeo et al, 2007 demostré6 que el consumo moderado de
cerveza aumenta la capacidad de eliminacién de patégenos por macréfagos debido
a un incremento en su capacidad de producir estallido respiratorio tanto en mujeres
como en hombres, de igual manera describen que en general la respuesta inmune
innata se vio mejorada con respecto a su situacion basal y que este incremento fue
aun mayor en mujeres (Romeo et al., 2007).
El sistema inmune innato como primera linea de defensa contra enfermedades
infecciosas y desarrollo de enfermedades neoplasicas, juega un papel
preponderante en el control y eliminacion de estas (Cooper et al., 2001). En la
actualidad se sabe que para que un tumor pueda establecerse requiere escapar del
reconocimiento inmune, e inicialmente evadir la destruccion por el sistema inmune

innato (Khong and Restifo 2002). Particularmente, las células asesinas naturales
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(NK) son mediadores centrales de la inmunidad innata que pueden impedir el
crecimiento tumoral a través del proceso de vigilancia inmune (lannello and Raulet
2014). La activacion de las células NK ocurre a través de la ligacion de receptores
celulares especificos, tales como el receptor miembro D del grupo 2 de NK (NKG2D)
(Raulet et al. 2013), lo que conlleva a la produccién de citocinas proinflamatorias
tales como IFN-y y la liberacién de granulos citotoxicos que causan la lisis de las
células tumorales (Orr and Lanier 2010). Existen nueve ligandos para NKG2D [ej.,
secuencia relacionada al polipéptido A del MHC clase |, (MICA), secuencia
relacionada al polipéptido B del MHC clase | (MICB) y las proteinas de unién 1-6
UL16)] que pueden ser expresadas por cualquier tipo celular bajo condiciones de
estrés (Champsaur and Lanier 2010). La importancia de NKG2D en la vigilancia
inmune de los tumores es resaltada por la observacién de que ratones deficientes
en NKG2D son mas susceptibles a desarrollar tumores inducidos por oncogenes
(Guerra et al. 2008).

Los gliomas son los tumores primarios mas comunes en el cerebro y se encuentran
divididos en cuatro grados clinicos basados en sus caracteristicas histoldgicas y de
prondstico (Komori 2017). Diversas alteraciones cromosomales y genéticas son
comunmente encontradas en gliomas y generalmente estas se correlacionan con el
grado clinico (Meyer 2008). Particularmente en el glioblastoma diversos oncogenes
son activados y se ha observado que estos pacientes expresan cantidades
disminuidas de NKG2D en sus células NK, comparados con sujetos sanos y esta
disminucién en la expresion es debida, en parte, al aumento en la produccion del
factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) que favorece la regulacion
negativa del receptor NKG2D (Crane et al. 2014).

Dado que existen muy pocas referencias del papel que juega el consumo moderado
de cerveza en la modulacién del sistema inmune innato y no hay estudios referentes
al impacto que tiene este consumo en el desarrollo de tumores cerebrales nosotros
pretendemos determinar el efecto que tiene el consumo moderado de cerveza por
30 dias sobre la capacidad de induccién de muerte de células de glioblastoma por
células NK provenientes de donadores saludables, tomando en cuenta posibles

diferencias asociadas con el género, contribuyendo al conocimiento de la relacién



. INSTITUTO NACIONAL DE
) £ NEUROLOGIA Y NEUROCIRUGIA
§ MANUEL VELASCO SUAREZ

Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA
Unidad Xochimilco

DIVISION DE CIEN CIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD

" MEx1CO”

que existe entre el consumo moderado de cerveza y la capacidad citotoxica de

células NK como primera linea de defensa contra células de glioblastoma humano.

5. MATERIAL Y METODOS
5.1 Administraciéon de lapulo en lineas celulares humanas de glioblastoma
humano U87, A172, U373y LN18
Se realiz6 el sembrado de placas de 96 pozos con 8,000 células por pozo en medio
de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle Medium F12 (DMEM/F12 + 10% SFB), estas
placas se utilizaron para aplicacion de tratamiento de extracto de lupulo (HopHaze)
a un volumen de 1:10 o 10 uL/ml, es decir, por cada pozo existe un volumen de 2
pL de lapulo y 98 uL de medio DMEM/F12.
e Para la preparacion de extracto de lupulo se hicieron los siguientes célculos:
Solucién A (solucién stock):
10 uL de lupulo + 90 uL de medio DMEM /F12 = 100 uL volumen final

Posteriormente, para la preparacion de la solucion B debemos tener en cuenta que
por cada pozo debe existir una concentracion de 2 uL de extracto de lGpulo + 98 pL
medio DMEM/F12, entonces:

Si se usa 18 pozos: 18 pozos * 2 lL de lupulo

= 36 UL de la solucion A (solucion stock)
Si se usa 18 pozos: 18 pozos * 98 pozos = 1764 uL de medio DMEM /F12

A continuacién, se prepara la solucién B:
36 uL de la solucion A + 1764 uL de medio DMEM /F12 = 1800 uL volumen final

A partir de la solucién B, se filtré con un filtro de jeringa esteril (COBETTER PES)
con un tamafio de poro de 0.22 um y se colocaron 100 pL de la solucion en los
pozos designados (exceptuando los controles), posteriormente se realiza una
dilucion seriada 1:2 utilizando la multicanal para después poder evaluar la
citotoxicidad; esto se realiz6 a tiempos de 72, 48 y 24 horas para ver el efecto que
produce el extracto de lupulo (HopHaze) en las diferentes lineas celulares (figura
1).
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Figura 1. Administracion de extracto de Iupulo (HopHaze) y ensayo de viabilidad de células
tumorales A172, U87, U373 y LN18 (Biorender,2023).

Para evaluar el efecto citotoxico, después del tiempo de incubacién del tratamiento
se realiz6 la prueba de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
(MTT). Esta prueba se utiliza para estimar la viabilidad celular, en donde las células
gue son viables son capaces de reducir el MTT de color amarillo soluble en agua a
un producto de formazan de color purpura insoluble en agua (Sieuwerts et al. 1995).
La cantidad de producto de formazan que se forma es proporcional a la actividad
metabodlica y al nimero de células en la muestra, lo cual es determinado
espectrofotométricamente por un lector de placas que después de disolver los
cristales violetas de formazan en alcohol acido (isopropanol acidificado con acido
clorhidrico 1 N) se obtienen los datos de las absorbancias que posteriormente se
analizaron en el programa estadistico Excel y después se graficé en el programa
Prism8. Por ultimo,se tomaron fotografias de las 4 lineas celulares de glioblastoma

U87,A172 U373 y LN18 con el extracto de lupulo (HopHaze) ya administrado y se
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tomaron las fotografias con un microscopio de fluorescencia con camara digital a
color (Media Cybernetics Evolution VF-F-CLR-12-C) (tablas 1,2,3y 4).

5.2 Administracion alfa-isoéacidos, temozolomida(TMZ) y
dimetilsulf6xido(DMSO) en las lineas celulares humanas de
glioblastoma humano U87 y A172

Se realizé el sembrado de placas de 24 pozos con 100,000 células en medio de
cultivo Dulbecco’s Modified Eagle Medium F12 (DMEM/F12 + 10% SFB), estas
placas se utilizaron para aplicacion de tratamiento con alfa-isoacidos a una
concentracion de 20 pg/mL, temozolomida(TMZ) a una concentracion de 500uM y

dimetilsulféxido(DMSO) al 1% a continuacion se explican los calculos:
e Para la preparacion de alfa-isoacidos se hicieron los siguientes célculos:
Solucién A (solucién stock):
3.74 uL de isoacidos + 996.26 uL de medio DMEM /F12 = 1000 uL volumen final

Posteriormente, para la preparacion de la solucién B debemos tener en cuenta la

cantidad de pozos a preparar, en este caso se preparan 22 pozos, entonces:

Si se usa 22 pozos: 22 pozos * 500 uL de medio DMEM /F12
= 11000 puL medio DMEM/F12)

A continuacion, se prepara la solucién B:

224 pL de la solucién A + 11000 pL de medio DMEM /F12
= 11224 pL volumen final

A partir de la solucién B, se filtré con un filtro de jeringa esteril (COBETTER PES)
con un tamafio de poro de 0.22 um y se colocan 500 pL por pozo (exceptuando los
controles); esto se realizé a tiempos de 48 y 24 horas para ver el efecto que produce
los iso-acidos en las diferentes lineas celulares (A172 y U87) (figura 2).

e Para la preparacion de temozolomida (TMZ) se hicieron los siguientes

calculos:

Solucién A (solucion stock):
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776.6 uL de TMZ + 223.4 pL de PBS

= 1000 pL volumen final a una concentraciéon de 4000 uM

Posteriormente, para la preparacion de la solucion B partimos de la solucion stock
a una concentracion de 4000 uM, anteriormente se ha calculado la concentracion
inhibitoria 50 (IC50) para TMZ que es a una concentracion aproximadamente de
500 uM (Zhou et al. 2017), entonces:

C1V1 = C2V2
Despejando la formula anterior:V2 = C1V1/C2

Y al sustituir los valores: 500uM (500pL) /4000 uM
= 62.5 pL de la soluciéon A por pozo

A continuacion, se prepara la solucién B por pozo:

62.5 pL de la solucién A + 437.5 uL de medio DMEM /F12

= 500 uL volumen final por pozo

A partir de la solucién B, se colocan 500 pL por pozo (exceptuando los controles);
esto se realiz6 a tiempos de 48 y 24 horas para ver el efecto de IC50 de la TMZ en

las diferentes lineas celulares (A172 y U87) (figura 2).

e Para la preparacion de dimetilsulfoxido (DMSO) se hicieron los siguientes

célculos:

Se parte de la premisa en la que usamos TMZ 500 uM, entonces en su mayoria el
uso del DMSO es como vehiculo para administrar farmacos (Perez et al. 2003), el
DMSO se absorbe rapidamente y se metaboliza por oxidacién a dimetilsulfona y
mediante reduccion a sulfuro de dimetilo (Gaspar et al. 2012). Para el tratamiento

con DMSO se utiliza al 1% y se realizan los siguientes calculos:
500 uM de TMZ = 0.01 pL de DMSO = 5 pL volumen final de DMSO por pozo

A partir de este calculo, se colocan 5 uL de DMSO concentrado mas 495 uL de

medio DMEM/F12 por pozo (exceptuando los controles); esto se realizo a tiempos
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de 48 y 24 horas para ver el efecto del DMSO y el IC50 de la TMZ en las diferentes
lineas celulares (A172 y U87) (figura 2)

Tratamiento con Alfa-isoacidos, TMZ y DMSO

Tincion de células tumorales con anticuerpos MICA/B, ULBP(1-3), EFGR y Ki-67

@ Cultivo en medio DMEM/F12
+10% SFB y 1% antibiotico.

Placas con 100,000
celulas por pozo

Lineas de glioblastoma humano:
A172y U87

A 37°Cy 5%CO;
000000
000000

[ 000000
000000

Us

(® Citometria de flujo (5) Tincién con anticuerpos MICA/B y O) Tratamientos con Alfa-isoacidos,
ULBP(1,2y 3) TMZyDMSO a24y48 hr -
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5 r Extracelular :
g Fa A //
)
h—47%]
=32
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& A
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Figura 2. Administracion de alfa-isoacidos, temozolomida(TMZ) y dimetilsulféxido(DMSO) y ensayo
de tincién con anticuerpos de células tumorales U87 y Al172 que pasan a citometria de flujo
(Biorender,2023).

Posterior a los tratamientos se realizé el procedimiento de tincién con anticuerpos,el

y
extracelularmente sin permeabilizar la membrana, para comprobar la unién que

cual fue intracelularmente permeabilizando la membrana celular
existe de los anticuerpos. Se recolectaron las células con previo tratamiento de las
placas de las lineas celulares humanas de glioblastoma humano A172 y U87; la
recoleccion de células se realiza al lavar cada pozo con PBS tres veces, a
continuacion, se coloca tripsina para ayudar a estas ceélulas adherentes a
despegarse de la placa y se colocan en tubos para citometria de flujo etiquetados

(figura 2). A continuacion, se colocan los anticuerpos a eleccién, en este caso son:
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e Anti-EGFR (A11351, ABClonal, USA): se ha demostrado que el receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR) existe una amplificacion y mutacion
gue se encuentra con mayor frecuencia en glioblastoma (Kasenda et al.
2022), y existe una unién extracelular y se usa como control.

e Anti-MICA/B (F-6) (sc-137242, Santa Cruz, USA): Es un ligando para el
receptor NKG2D, la union conduce a la lisis celular. y se encuentra
extracelularmente (Jin et al. 2021)

e Anti-ULBP1 (3F-1) (sc-53131, Santa Cruz, USA): Es una proteina para el
receptor NKG2D que se expresa en células bajo estrés, incluidas aquellas
gue estan infectadas o transformadas por virus (Crane et al. 2010).

e Anti-ULBP2 (6F6) (sc-53135, Santa Cruz, USA): Es una proteina para el
receptor NKG2D que se expresa en células bajo estrés, incluidas aquellas
que estan infectadas o transformadas por virus (Crane et al. 2010).

e Anti-ULBP3 (D-1) (s-¢390844, Santa Cruz,USA):Es una proteina para el
receptor NKG2D que se expresa en células bajo estrés, incluidas aquellas
que estan infectadas o transformadas por virus (Crane et al. 2010).

e Anti-Ki-67 (350513, Biolegend, USA): es una proteina nuclear y nucleolar,
cuya funcion general es la regulacion de la proliferacion celular (Bullwinkel et

al. 2006) con una union intracelular.

Se utiliza un fluoréforo en comdn el cual es Alexa Fluor 488 (AF488) (A11008,
Thermo Fisher Scientific, USA) y Aloficocianina (APC) (sc-3860, Santa Cruz, USA),
estos son empleados para la generacion estable de sefiales para la obtencion de
imagenes en citometria de flujo, y también se encuentra conjugado con anticuerpos,
como es Anti-MICA/B y Anti-ULBP3.

Se decidié usar una concentracién de 1 ug/mL del anticuerpo, el cual es el indicado
segun su hoja de datos, el volumen de anticuerpo de afiadir son 5 L y se colocaron
en el fondo de los tubos de centrifugacion que tienen un volumen de 100 uL de
suspension de células recolectadas en PBS. Para la colocacion del anticuerpo Ki-
67 se permeabilizaron las células; posterior a una incubacion de 10-30 minutos se

lavé el anticuerpo con PBS, después se fijaron las células con paraformaldehido y
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lectura y analisis de los graficos se utilizé el programa FlowJo (figuras 4,5,6,7,8 y
9)

5.3 Aislamiento de células mononucleares por gradiente de Ficoll para
enfrentamiento de las lineas celulares humanas de glioblastoma
humano U887 y A172

Se realizé el sembrado de placas de 24 pozos con 100,000 células en medio de
cultivo Dulbecco’s Modified Eagle Medium F12(DMEM/F12 + 10% SFB), estas
placas se utilizaron sin tratamiento y con tratamiento con alfa-isoacidos a una

concentracion de 20 pg/mL por 48 horas, a continuacidn se presentan los calculos:
e Para la preparacion de alfa-isoacidos se hicieron los siguientes célculos:
Solucién A (solucion stock):
3.74 uL de isoacidos + 996.26 pL de medio DMEM /F12 = 1000 pL volumen final

Posteriormente, para la preparacion de la solucién B debemos tener en cuenta la

cantidad de pozos a preparar, en este caso se preparan 22 pozos, entonces:

Si se usa 22 pozos: 22 pozos * 500 uL de medio DMEM /F12
= 11000 pL medio DMEM /F12

A continuacion, se prepara la solucién B:

224 pL de la solucion A + 11000 pL de medio DMEM /F12
= 11224 pL volumen final

A partir de la solucion B, se filtr6 con un filtro de jeringa esteril (COBETTER PES)
con un tamafio de poro de 0.22 um y se colocan 500 pL por pozo (exceptuando los
controles); esto se realizd a tiempos de 48 para ver el efecto que produce los iso-

acidos en las diferentes lineas celulares (A172 y U87) (figura 3).

Posterior al tratamiento realizado en las lineas celulares de glioblastoma en las
placas, se obtuvo una muestra de sangre por puncion venosa de un donante sano

previo consentimiento informado. Para la extraccion de sangre se utilizaron tubos



ot alierta al empo S AL S INSTITUTO NACIONAL DE )
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA 858 ¢ NEUROLOGIA Y NEUROCIRUGIA
Unidad Xochimilco % > & MANUEL VELASCO SUAREZ

DIVISION DE CIEN CIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD " MEx1cO "
Vacutainer (Becton Dickinson) con &cido etilendiaminotetraacético (EDTA). Se
utilizaron 2 tubos de 4 ml de muestra sanguinea del donante sano y se agitaron
suavemente por inversion para evitar la coagulaciéon de sangre dentro del tubo.
Inmediatamente se procedio a realizar aislamiento de células mononucleares por la

técnica de gradiente por densidades utilizando Ficoll-Histopaque (Sigma Aldrich).

El Ficoll-Histopaque (Sigma Aldrich) es un polimero de sacarosa con alto peso
molecular, siendo una solucién viscosa que permite el gradiente de densidad
generalmente usado para aislar células mononucleares provenientes de sangre
periférica humana (Boyum et al. 1968) utilizando un procedimiento de
centrifugacion. Se diluyeron en un volumen 1:1 en un tubo falcon de 15 ml
previamente contenido con PBS, es decir, se agregaron 6 ml de sangre mas 6 mi
de PBS, posteriormente en tres tubos falcon de 15 ML se colocaron 3 ml en cada
uno de Ficoll-Histopaque (Sigma Aldrich) y se pone 4 ml de sangre diluida en PBS

por la pared del tubo falcon.

Posteriormente se separ0 la fraccion leucocitaria/eritrocitica a temperatura
ambiente mediante centrifugacion durante 30 minutos a 2000 rpm, como resultado,
se obtuvo la separacion de grupos celulares a causa de la diferencia de densidades:
en la capa inferior se encontraron los eritrocitos seguidos por una capa delgada de
granulocitos, por encima, el volumen de Ficoll-Histopaque separando la fraccién de
células plaquetarias, linfocitos, monocitos y por ultimo el plasma.Se retiré la capa
mononuclear, la cual se distingue como una banda blanca y difusa entre el plasma
y la capa de Ficoll-Histopaque (Sigma Aldrich) y se transfirié a otro tubo falcon de
15 ml con suavidad, para posteriormente proseguir a los lavados con PBS y volver
a centrifugar por 5 minutos a 2000 rpm y al dltimo se decanté para obtener nuestras

células mononucleares o natural killer(NK).
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Células mononucleares por gradiente de Ficoll

Enfrentamiento de lineas celulares U87 y A172 mediante tincién con anti-CD56
para el aislamiento células NKs mediante cell sorting
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Figura 3. Toma de muestra de sangre de personas sanas para aislar células mononucleares por
gradiente de Ficoll para enfrentamiento de lineas celulares, se realiz6 extrayendo una muestra
sanguinea, para posteriormente realizar un gradiente de Ficoll y obtener las células mononucleares.
Posteriormente, se utilizé el anticuerpo anti-CD56 para el aislamiento células NKs mediante cell
sorting (Biorender,2023).

Posterior al aislamiento de células mononucleares, las células de las placas de las
lineas celulares de glioblastoma U87 y A172 previamente con tratamiento de alfa-
isoacidos por 48 horas y sin tratamiento fueron recolectadas y contadas junto con
las células natural killer(NK), esto para poder realizar una relacién 1:3 que significa
que por cada célula de glioblastoma se afiadieron 3 células NK, y la relacién 1:5 que
significa que por cada célula de glioblastoma se colocaron 5 células NK, después
de 4 horas de este procedimiento se tomaron fotografias con un microscopio de
fluorescencia con camara digital a color (Media Cybernetics Evolution VF-F-CLR-
12-C) (tablas 5y 6), y por ultimo se coloco el anticuerpo anti-CD56 que sirve como
marcador para identificar las células NK el cual se deja incubar en oscuridad por un
tiempo de 1 hora a temperatura ambiente, se fijaron las células con

paraformaldehido y se llevé a cell sorting.
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Linea celular de glioblastoma humano U87 con extracto de lupulo

Concentra 24 horas 48 horas 72 horas
cion

! - - -
0.3125
ug/mi

N - - -

0.15625
ug/mi
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1.25 ug/mi

2.5 ug/ml

5 ug/ml

10 ug/ml

Tabla 1. Fotografias con microscopio de fluorescencia con camara digital a color (Media Cybernetics
Evolution VF-F-CLR-12-C) de la linea celular humana de glioblastoma humano U87 con tratamiento
de extracto de lupulo (HopHaze) a un tiempo de 24,48 y 72 horas.
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Linea celular de glioblastoma humano A172 con extracto de lGpulo

Concentra 24 horas 48 horas 72 horas
cion

Control

0.15625
ug/ml

0.3125
ug/ml

0.625
ug/ml
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1.25 ug/ml

2.5 ug/ml

5 ug/ml

10 ug/mi

Tabla 2. Fotografias con microscopio de fluorescencia con camara digital a color (Media Cybernetics
Evolution VF-F-CLR-12-C) de la linea celular humana de glioblastoma humano A172 con tratamiento
de extracto de lupulo (HopHaze) a un tiempo de 24,48 y 72 horas.
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Linea celular de glioblastoma humano U373 con extracto de lGpulo

Concentra 24 horas 48 horas 72 horas
cion

ContrOI - - -
0.15625

ug/ml

0.3125

ug/ml

0.625

ug/ml
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1.25 ug/ml

2.5 ug/ml

5 ug/ml

10 ug/mi

Tabla 3. Fotografias con microscopio de fluorescencia con camara digital a color (Media Cybernetics
Evolution VF-F-CLR-12-C) de la linea celular humana de glioblastoma humano U373 con tratamiento

de extracto de lupulo (HopHaze) a un tiempo de 24,48 y 72 horas.
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Linea celular de glioblastoma humano LN18 con extracto de lGpulo

Concentra 24 horas 48 horas 72 horas
cion

Control

0.15625
ug/ml

0.3125
ug/ml

0.625
ug/ml
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1.25 ug/ml

2.5 ug/ml

5 ug/ml

10 ug/mi

Tabla 4. Fotografias con microscopio de fluorescencia con cAmara digital a color (Media Cybernetics
Evolution VF-F-CLR-12-C) de la linea celular humana de glioblastoma humano LN18 con tratamiento
de extracto de lGpulo (HopHaze) a un tiempo de 24,48 y 72 horas.
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Grafica 1. Ensayo de viabilidad celular (MTT) de la linea celular humana de glioblastoma humano
U87 con tratamiento de extracto de lGpulo (HopHaze) a un tiempo de 24,48 y 72 horas.
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Grafica 2. Ensayo de viabilidad celular (MTT) de la linea celular humana de glioblastoma
humano A172 con tratamiento de extracto de lipulo (HopHaze) a un tiempo de 24,48 y 72 horas
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Grafica 3. Ensayo de viabilidad celular (MTT) de la linea celular humana de glioblastoma
humano U373 con tratamiento de extracto de lupulo (HopHaze) a un tiempo de 24,48 y 72 horas
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Gréfica 4. Ensayo de viabilidad celular (MTT) de la linea celular humana de glioblastoma humano
LN18 con tratamiento de extracto de lGpulo (HopHaze) a un tiempo de 24,48 y 72 horas.
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El extracto de lupulo (HopHaze) es un producto derivado de 100% ingredientes de
lUpulo desarrollado por diferentes técnicas para la extraccion y aislamiento de
componentes como sus metabolitos (alfa-isoacidos) y aceites esenciales utilizados
para industrias cerveceras para darles diferentes propiedades a sus productos. Es
producido a partir de un extracto de CO2 de lupulo (Humulus lupulus) con un pH de
10.5-11.5 y una concentracion estandar de 10,0 % +/- 0,5 componentes de resina

de lapulo segun su ficha técnica. (Hass et al. 2023)

Segun las fotografias de las tablas 1y 2 (lineas U87 y A172) es posible observar
gue a medida de que se aumentan las concentraciones y el volumen de extracto de
lGpulo (HopHaze) (siendo 10 pL la mayor) existe una mayor muerte de las células
de glioblastoma y al disminuir la concentracion y el volumen del extracto de lupulo
la viabilidad aumenta. Esto lo podemos confirmar al observar las gréaficas 1y 2, en
las cuales se observa que en los tiempos de 24 y 48 horas la viabilidad celular en la
menor concentracion y volumen es mas alta que en el tiempo de 72 horas, ya que

hay una mayor interaccién del extracto de lupulo (HopHaze) con las células.

Al observar las fotografias de las tablas 3 y 4 (lineas U373 y LN18) se observa
también que existe una mayor muerte de las células al aumentar la concentracién y
volumen, mientras que la viabilidad aumenta al disminuir las concentraciones y
volumen, aunque no pareciera funcionar de esta manera en todos los casos como
se muestra en las graficas 3 y 4, las cuales no se observa la curva esperada de
viabilidad celular y en su caso existen subidas y bajadas, afiadiendo que los
experimentos por triplicado parecieran no tener una desviacion estandar confiable,
por lo que no podemos concluir que el extracto de ltpulo (HopHaze) esté realizando

la citotoxicidad en las células de glioblastoma humanao.

Con los resultados del ensayo de viabilidad utilizando bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) con tratamiento con extracto de lupulo
(HopHaze) se observa que las lineas U87 y A172 tuvieron el comportamiento
esperado al presentar una curva definida, asi como los triplicados no presentan una
desviacion estandar significativa, mostrando concordancia segun la hipotesis

planteada, por lo que estas dos lineas celulares se utilizaron para los experimentos
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posteriores. Caso contrario con las lineas U373 y LN18, cuyos ensayos por

triplicado muestran una desviacion estandar mayor a lo esperado y no se observa

una clara curva de viabilidad celular, por lo que se decide no continuar utilizando

dichas lineas celulares para experimentos posteriores. Se recomienda realizar mas

experimentos o una modificacién del protocolo al trabajar con estas lineas celulares

y, que por falta de tiempo no se realizo.
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Figura 4. Histogramas de tinciéon con anticuerpos sin tratamiento (control) y el anticuerpo anti-EGFR
(A11351, ABClonal, USA) en la linea celular de glioblastoma U87.
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Figura 5. Histogramas de tincién con anticuerpos con un tratamiento de temozolomida(TMZ) a 24
horas y el anticuerpo anti-Ki-67 (350513, Biolegend, USA) en la linea celular de glioblastoma U87.
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Figura 6. Histogramas de tincién con anticuerpos con un tratamiento de temozolomida(TMZ) a 24
horas y el anticuerpo anti-EGFR (A11351, ABClonal, USA) en la linea celular de glioblastoma U87.
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Figura 7. Histogramas de tincién con anticuerpos con un tratamiento de temozolomida(TMZ) a 24
horas vy el anticuerpo anti-Ki-67 (350513, Biolegend, USA) en la linea celular de glioblastoma U87.

Las células de glioblastoma humano expresan varias moléculas inducibles por

estrés que son detectadas por el receptor activador NKG2D (Jung et al. 2013), los

ligandos para la NKG2D humana comprenden dos grupos de moléculas

relacionadas con el MHC de clase I, las proteinas A y B relacionadas con la cadena

del MHC de clase | (MICA/B) y seis miembros de la familia de proteinas de unién a

UL16 (ULBP1-6) (Raulet et al. 2013). Segun la literatura se menciona que existe

una expresion de estos ligandos en células de glioblastoma humano y también

cuando se les administra temozolomida (TMZ) utilizando citometria de flujo
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(Chitadze et al., 2016), asi que por los articulos realizados previamente se decide

realizar el experimento utilizando los anticuerpos anteriormente mencionados.

Se utilizaron como controles los tubos sin tincion, los anticuerpos anti-EGFR
(A11351, ABClonal, USA) ya que el que esté expresado nos indica que existe una
amplificacion en las células de glioblastoma y anti-Ki-67 (350513, Biolegend, USA)
el cual nos indica que existe una proliferacion celular, entonces lo esperado es que
el medio que son células sin ningun tratamiento y las células con DMSO que al ser
usado como vehiculo no influye ningun dafio a las células de glioblastoma asi que
los tratamientos que tienen este deben de estar expresados anti-EGFR (A11351,
ABClonal, USA) y anti-Ki-67 (350513, Biolegend, USA) y esto puede verse
observado en las figuras 4 y 5; sin embargo, las células que tienen el tratamiento
con TMZ se debe de haber afectada la expresion de anti-EGFR (A11351, ABClonal,
USA) y anti-Ki-67 (350513, Biolegend, USA) pues la concentracion de TMZ que se
utilizé es para llegar a una IC50, entonces no se esperaria ver una amplificacion y
una proliferacion celular si la TMZ esta sensibilizando y aumentando la expresion
de los ligando de NKG2D (MICA/B Y ULBP1-6) a las células de glioblastoma

humano, por lo que se puede observar en las figuras 6y 7.
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Figura 8. Histogramas de tincion con anticuerpos con un tratamiento de temozolomida(TMZ) a 24
horas y el anticuerpo anti-MICA/B (F-6) (sc-137242,Santa Cruz, USA) en la linea celular de
glioblastoma U87.
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Figura 9. Histogramas de tincién con anticuerpos con un tratamiento de temozolomida(TMZ) a 24
horas vy el anticuerpo anti-ULBP3 (D-1) (s-c390844, Santa Cruz, USA) en la linea celular de
glioblastoma U87.

Para los anticuerpos anti-MICA/B (F-6) (sc-137242,Santa Cruz, USA) y anti-ULBP3
(D-1) (s-c390844, Santa Cruz, USA) se obtuvieron resultados en los que podemos
observar que existe una ligera expresion de estos con el tratamiento de
temozolomida, aunque en las figuras 8 y 9 podemos observar la elongaciéon de la
curva hacia la derecha que podria indicarnos que si existe esta expresion, se
sugiere realizar mas experimentos con estos anticuerpos que por falta de tiempo no
se pudieron llevar a cabo. Y para los anticuerpos anti-ULBP1 (3F-1) (sc-53131,
Santa Cruz, USA) y anti-ULBP2 (6F6) (sc-53135, Santa Cruz, USA) no fueron
realizados para este experimento, ya que el laboratorio no contaba con anticuerpos
secundarios para estos anticuerpos primarios, por lo que se pospone el experimento
para comprobar si existe esta expresion de estos ligandos, y se sugiere realizar
estos experimentos con estos anticuerpos que por falta de material y tiempo no se

pudieron llevar a cabo.
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Enfrentamiento de la linea celular de glioblastoma U87

Sin tratamiento Con tratamiento de alfa-isoacidos
20 pg/mL

Control

Relacion 1 célula tumoral
de glioblastoma: 3 células
Natural Killer

Relacion 1 célula tumoral
de glioblastoma: 5 células
Natural Killer

Tabla 5. Fotografias con microscopio de fluorescencia con cAmara digital a color (Media Cybernetics
Evolution VF-F-CLR-12-C) de la linea celular humana de glioblastoma humano U87 sin previo
tratamiento y con tratamiento de alfa-isoacidos por un tiempo de 48 horas a una concentracion 20
pg/mL, con células natural killer a una relacion 1:3y 1:5.
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Enfrentamiento de la linea celular de glioblastoma A172

Sin tratamiento Con tratamiento de alfa-isoacidos
20 pg/mL

Control

Relacion 1 célula tumoral
de glioblastoma: 3 células
Natural Killer

Relacion 1 célula tumoral
de glioblastoma: 5 células
Natural Killer

Tabla 6. Fotografias con microscopio de fluorescencia con camara digital a color (Media Cybernetics
Evolution VF-F-CLR-12-C) de la linea celular humana de glioblastoma humano A172 sin previo
tratamiento y con tratamiento de alfa-isoacidos por un tiempo de 48 horas a una concentracion 20
pg/mL, con células natural killer a una relacion 1:3 y 1:5.
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Las células NK tienen una morfologia definida como linfocitos grandes granulares,
las cuales expresan CD56 que tienen una alta actividad citotoxica y expresan altas
cantidades de perforina; ademas, expresan en alta densidad receptores que
potencian su capacidad de responder frente a células anormales (Taborda et al,
2014). Tienen la capacidad de reconocer una célula con una transformacion maligna
y la destruyen, y no dafian a las células normales; la capacidad de distinguir entre
células peligrosas en potencia y sanas del propio individuo depende de la expresion
de receptores tanto inhibitorios como activadores. Los receptores inhibidores de las
células NK reconocen las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad 1
(MHC-1) que se expresa de manera constitutiva en las células sanas del organismo,
pero no suele expresarse en células cancerosas. Pero los de caracter activador
reconocen estructuras presentes en las células susceptibles de ser un blanco para
las células NK, asi como en las normales, pero la via inhibidora predomina cuando
existe este reconocimiento de moléculas del MHC-1, aunque algunos receptores
activadores reconocen moléculas de este complejo expresadas Unicamente por
aquellas células dafiadas y las células NK destruyen las que estén en condiciones
de expresar el MHC-1 (Abbas et al. 2009).

El receptor activador NKG2D esta expresado por todas las células NK y
subconjuntos de células T. Sirve como un importante receptor de reconocimiento
para la deteccién y eliminacion de células transformadas e infectadas, En algunos
casos, la induccion del ligando se puede atribuir a vias que se activan
especificamente en células cancerosas o células infectadas (Laskowski et al.2022)
Como se menciond anteriormente, NKG2D reconoce los ligandos MICA/B y
ULBP(1-6) principalmente en células tumorales (Raulet et al. 2013) los cuales
poseen dominios a y  del MHC-1, tampoco presentan una expresion en las células
normales, pero aumentan ante una agresion o alteracion de DNA, y suelen estar
presentes en las células tumorales. Por lo tanto, las células NK utilizan estos
receptores para eliminar las células dafiadas y las tumorales.

Para el enfrentamiento de las lineas celulares U87 y A172 segun la tabla 5y 6
podemos observar la morfologia de la células de glioblastoma ligeramente

alargadas y mas oscuras y también esferas blancas brillantes lo que pertenece a
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en las relaciones 1:3 y 1:5 podemos observar que existe un aumento significativo
en la cantidad de células NK afadidas y especificamente en las que tienen el
tratamiento afiadido de alfa-isoacidos a una concentracion de 20 pg/m, al ser
sensibilizadas las células de glioblastoma por alfa-isoacidos se puede observar
estas células NK como parecieran acercarse a la célula de glioblastoma humano
esto es porque suponemos que el receptor NKG2D encargado de unirse a una
familia proteica del tipo del MHC-1 con una estructura a fin presente en las células
de glioblastoma, lo que generaria que se activen las células NK y una vez activadas,
las células NK citotéxicas liberarian perforinas y granzimas, induciendo la lisis de la
célula. Las perforinas son proteinas que se integran a la membrana celular e
inducen la formacion de poros que provocan lisis osmatica de la célula blanco. Por
su parte, las granzimas entran a la célula por medio de endocitosis e inducen
apoptosis celular mediante la activacion de caspasas. Sin embargo, se necesita
repetir los experimentos y seguir en continuo estudio para comprobar si las células
NK siguen este mecanismo, por ultimo, se concluye que los pardmetros clave que
determinan la potencia y la persistencia de las células NK sera importante a medida
gue el campo avance hacia el desarrollo de enfoques para abordar los desafios

especificos contra el glioblastoma.

7. CONCLUSIONES

Con los experimentos realizados se puede reafirmar la potencial aplicacion biolégica
de compuestos como lo fue el extracto de lUpulo, alfa-isoacidos y temozolomida,
utilizandolos en diferentes protocolos para el tratamiento de glioblastoma.

Las inmunoterapias celulares disefiadas continlan experimentando un gran
crecimiento, con diversas modalidades que avanzan rapidamente desde los
estudios preclinicos hasta las pruebas clinicas, las terapias basadas en células NK
deben estar en continuo estudio para impulsar la funcion y la persistencia de las
células NK enddgenas, o para aumentar la sensibilidad tumoral a la citotoxicidad

mediada por células NK.
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Se necesita realizar mas experimentos asi como sus triplicados para poder decir

Casa abierta al tiempo

gue son resultados reproducibles y confiables, se necesita mas tiempo para llevar
a cabo las modificaciones necesarias en los protocolos para demostrar que las
hipotesis son correctas, sin embargo creemos que estos resultados seran un
impacto en la investigacion cientifica contra el glioblastoma y podran tener mas
alternativas para el tratamiento contra esta enfermedad, sin embargo los resultados
obtenidos permiten que se continden con estudios posteriores en el area de la

investigacion cerebral.
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