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1. Antecedentes

1.1 Cancer

El cancer se describe como el crecimiento incontrolado de células en el cuerpo, lo cual
puede expandirse provocando metéstasis. El cancer se puede clasificar como benigno y
maligno de acuerdo a lo siguiente:

Benigno: conjunto de células cancerosas con una constante de crecimiento baja, sin
capacidad invasiva (metastasis) y de baja posibilidad de reaparicion. Maligno: células
cancerosas que presentan una constante de crecimiento alta, pueden invadir otras areas

del organismo al ser propagadas y en general reaparecen si no son tratados correctamente.

De acuerdo a la organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha reportado que el cancer es la
segunda causa de morbilidad a nivel mundial, ya que se presentaron aproximadamente 10
millones de muertes en 2018, siendo algunos de los factores de riesgo el tabaquismo,
alcoholismo; hipoxia, inactividad fisica; sobrepeso y obesidad (GBD 2015 Risk Factors
Collaborators, 2016; WHO, 2023).

1. 2. Glioblastoma

El glioblastoma (GB) es el tumor primario mas comun en cerebro, el cual se define como
un astrocitoma heterogéneo que surge de las células gliales (oligodendrocito, microglia,
epidenmocito y astrocito). Dentro de la clasificacién de los tumores cerebrales, el GB esta
clasificado como un astrocitoma grado 4, debido a que es difuso y presenta un alto

porcentaje de crecimiento (Figura 1) (Sasmita y cols., 2018; Martin y cols., 2013).
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Figura 1. Tipos de cancer en cerebro.

El tratamiento estandar actual de GB consiste en la reseccion del tumor mediante cirugia
seguido de radioterapia en combinacién con quimioterapia (temozolomida (TMZ) farmaco
de primera eleccion) (Figura 2), sin embargo, a pesar de este tratamiento, asi como de las

opciones en recurrencia (Bevacizumab, Irinotecan, etc), la sobrevida de los pacientes es de



aproximadamente 15 meses y solo el 10% llega a vivir hasta 5 afios (IMSS, 2013;

Castafieda y cols., 2015).
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Figura 2. Tratamientos para cancer en cerebro



Debido a que la terapia actual de GB no ha logrado aumentar el pronéstico de sobrevida de
los pacientes, es necesario seguir profundizando en las nuevas alternativas propuestas, por
lo que en este trabajo al identificar dos moléculas (Albendazol (ALB) y melatonina (MLT))
las cuales han demostrado tener actividad contra células de cancer solas y en combinacion,
nos planteamos como objetivo general, evaluar el efecto citotéxico individual de ALB'y MLT
sobre células C6 de glioma. Ademas, como uno de objetivos especificos primordiales, el de
implementada la metodologia de evaluacion de farmacos en modelos in vitro de cancer en
el laboratorio, con lo cual posteriormente se continuaria con la evaluacion de los
mecanismos de accidn in vitro presentes cuando se combina ALB con MLT. A continuacion,

se presentan algunas caracteristicas de cada uno de los farmacos.

1. 3. Albendazol

El ALB es un benzimidazol que ha sido utilizado como tratamiento antihelmintico y para
neurocisticercosis (Marriner y cols., 1986; Escobedo y cols., 1987). Al administrar ALB via
oral, se metaboliza a su principal metabolito activo, el sulféxido de albendazol (ALBSO)
(Figura 3) (Sotelo y Jung 1998), el cual se ha descrito, cruza la barrera hematoencefalica

(BHE), por difusion pasiva (Gonzéalez-Hernandez y cols., 2012).
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Figura 3. Metabolismo de ALB.

En el caso de los efectos citotdéxicos de ALB y ALBSO, estos han sido evidenciados en
diferentes modelos de cancer tanto de manera individual como en combinacién, incluidos

el cancer de mama, el cancer de pulmén, el cancer de ovario, el cancer gastrointestinal, la



leucemiay el GB. Respecto a los mecanismos de accion propuestos, se relaciona con union
a monoémeros de tubulina, posterior inhibicibn de microtibulos con bloqueo del huso
mitético y apoptosis, asi como, inhibicién induccion de estrés oxidativo que promueve la
fragmentacion del ADN (Aguayo-Ortiz y cols., 2013; Castro y cols., 2016; Morris y cols.,
2001; Pourgholami y cols., 2005; Pourgholami y cols., 2010; Bai y cols., 2011; Hernandez-
Cerbny cols., 2023).

1. 4. Melatonina

La MLT es una hormona enddgena sintetizada en la glandula pineal (pinealocitos) a partir
de triptéfano (Figura 4), la cual tiene propiedades antioxidantes y regula numerosos
procesos circadianos Y fisiolégicos en los seres humanos, como el ciclo de suefio-vigilia, y

la funcion endocrina, entre otros (Macchi y cols., 2004; Pandi-Perumal y cols., 2006).
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Figura 4. Sintesis de MLT.

El efecto de MLT solo y en combinacién también se ha documentado en varios tipos de
tumores como el de ovario, gastrico, colon, mama y GB (Vijayalaxmi y cols., 2002; Wang y

cols., 2012; LissoniP y cols., 1996; Hernandez-Cerén y cols., 2023). Con respecto al



mecanismo de accidon de MLT, se ha propuesto que esta relacionados con sus propiedades
antioxidantes (captacion de radical hidroxilo, especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno)
con lo cual podria inactivarse vias de sefializacion de supervivencia de las células (Reiter y
Benitez, 2009; Sarti y cols., 2013; Tarocco y cols., 2019; Pizzorno, 2014; Cipolla-Neto y
Amaral, 2018; Talib y cols., 2021; Martin y cols., 2006).



2. Metodologia

2.1 Reactivos.

Todos los reactivos fueron proporcionados en el Laboratorio de Neuropsicofarmacologia
del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia (INNN). El medio de cultivo Dulbecco’s
Modified Eagle's Medium (DMEM) (D1152); la solucion de antibiético antifungico (10,000
unidades de penicilina, 10 mg de estreptomicina y 25 pg de anfotericina B, por ml), (A5955);
la solucion de tripsina 10X (059427C); los reactivos ALB (A4673), SOALB (19953), MLT
(M5250), azul de tripano (T8154), y el bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazol
(MTT) (M2128) fueron de la marca Sigma-Aldrich. TMZ fue de Supelco (PHR1437). El suero
fetal bovino fue de Biowest (S1650). El dimetilsulféxido (DMSO) (102952) y el etanol
(107017) fueron de Merck.

2.2. Linea celular
La linea celular de glioma de rata C6 fue proporcionada por el Dr. Benjamin Pineda del

laboratorio de Neuroinmunologia del INNN.

2.3. Cultivo celular

Las células se cultivaron en DMEM al cual se le adicioné suero fetal bovino al 10% y
antibiotico y antifiingico al 1%. Las células se mantuvieron en una incubadora (Panasonic
KM-CC17RU1A) a 37 °C con atmésfera de CO2 al 5%, hasta que alcanzaron una
confluencia entre el 80 y 90%. En campana de flujo laminar (Biosafety cabinet BSC-
110011A2-X) las células confluentes se lavaron con solucién salina y se les agrego 200 pl
de solucién de tripsina 1X para despegarlas y después contarlas en una camara de
Neubauer. Después del conteo en una placa de 96 pozos se sembraron 5000 células por
pozo con 100 ul de DMEM y se mantuvieron a 5% de concentracién de CO, y a 37 °C de

temperatura en incubadora durante 24 horas.

2.4. Tratamientos

Se prepararon soluciones concentradas de ALB y TMZ en DMSO. Ademas, se preparé una
solucién concentrada de MLT en etanol. De estas soluciones se realizaron diluciones
sucesivas en DMEM. Para ALB se prepararon soluciones en un rango de concentracion de
0.1a3.2 My para MLT en un rango de concentracion de 0.41 a 4.81 mM. Ademas, también
se prepararon soluciones en DMEM de DMSO y etanol como controles negativos de

vehiculo las cuales no superaron el 0.5% y 3% respectivamente. Asi mismo, se prepard


https://www.merckmillipore.com/MX/es/product/Ethanol-absolute,MDA_CHEM-107017

una solucion de TMZ a una concentracion de 100 yM como control positivo. Las células
previamente sembradas en las placas de 96 pozos, se les sustituyo por DMEM con el
farmaco de prueba a las concentraciones antes mencionadas. Los tratamientos se dejaron

a 5% de concentracion de CO; y a 37 °C de temperatura en incubadora durante 72 horas.

Transcurrido el tiempo de tratamiento, las placas con las células tratadas se observaron en
el microscopio para confirmar el efecto de los farmacos y posteriormente se procedio a
determinar la viabilidad celular mediante la técnica de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolio (MTT). Para lo cual a las células se les retiré el medio de cultivo con
farmaco y se les adicioné 100 pL de DMEM, posteriormente se adicionaron 10uL de una
solucion de MTT AL 0.5%. La absorbancia de obtuvo en un lector de placas a una longitud
de onda de 560 nm. Con los datos de viabilidad se determinaron los porcentajes de
mortalidad de los tratamientos y el control de TMZ. Posteriormente se calculd la Clso de ALB

y MLT utilizando el andlisis de regresién no lineal Probit y el programa estadistico SPSS.



3. Objetivos

General

Evaluar el efecto citotoxico de albendazol y melatonina sobre células C6 de glioblastoma.

Especificos

a.- Implementada la metodologia de evaluacion de farmacos en modelos in vitro de cancer

en el laboratorio de Neuropsicofarmacologia.

b.-Determinar el efecto citotoxico de ALB en células C6 por la técnica de MTT

c.-Determinar el efecto citotdxico de MLT en células C6 por la técnica de MTT

d.- Establecer la grafica dosis respuesta y la Clso de ALB.

e.- Establecer la gréfica dosis respuesta y la Clso de MLT.



4. Resultados y discusion

4.1 Determinacion del efecto citotoxico de ALB en células C6

Ambos farmacos exhibieron actividad citotéxica. El ALB fue mas eficaz, mientras la MLT la
mas potente.

En la Figura 5, se puede observar un efecto dependiente de la concentracién de ALB, con
una mortalidad maxima aproximada al 60%. En el caso de los resultados con TMZ 100 uM,
el farmaco utilizado como primera opcién en el tratamiento de GB, la mortalidad fue de
aproximadamente 30 %, menor que la mortalidad alcanzada con las concentraciones de
ALB 1 puMy 3.2 uM.
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Figura 5. Efecto concentracion dependiente de ALB. Efecto de ALB sobre la mortalidad celular a las
72 horas, evaluado por ensayo MTT. Cada barra representa la media + DE de tres experimentos

independientes, cada uno con seis repeticiones.



4.1.1 Determinacion de la Clso de ALB en células C6
Los resultados de andlisis Probit para ALB se presentan en la Tabla 1. Se puede observar
gue el valor Probit 50 y que representa la Clso fue de 2.5 pM.

Tabla 1. Andlisis Probit con el tratamiento de ALB.

Confidence Limits

95% Confidence Limits for GRU2

Lower Upper

Probability] Estimate Bound Bound
PROBIT* 0.01 -2.992 -4.757 -1.962
0.02 -2.339 -3.867 -1.442
0.03 -1.925 -3.304 -1.110
0.04 -1.613 -2.882 -.860
0.05 -1.360 -2.539 -.656
0.06 -1.144 -2.247 -.481
0.07 -.955 -1.993 -.328
0.08 -.786 -1.765 -.190
0.09 -.632 -1.558 -.064
0.1 -.490 -1.369 .053
0.15 .097 -.592 544
0.2 .563 .011 .948
0.25 .964 511 1.312
0.3 1.323 937 1.662
0.35 1.656 1.307 2.012
0.4 1.972 1.633 2.368
0.45 2.278 1.928 2.733
0.5 2.579 2.204 3.107
0.55 2.879 2.469 3.492
0.6 3.185 2.730 3.891
0.65 3.501 2.995 4.308
0.7 3.834 3.271 4.752
0.75 4.194 3.564 5.235
0.8 4.594 3.888 5.775
0.85 5.060 4.264 6.407
0.9 5.647 4.734 7.205
0.91 5.789 4.847 7.398
0.92 5.943 4.970 7.607
0.93 6.112 5.104 7.838
0.94 6.301 5.255 8.096
0.95 6.517 5.426 8.391
0.96 6.770 5.628 8.737
0.97 7.082 5.875 9.162
0.98 7.496 6.203 9.728
0.99 8.149 6.720 10.621




4.2 Determinacion del efecto citotoxico de MLT en células C6.

La Figura 6 muestra los resultados de la curva de concentracion realizada con el
tratamiento de MLT en las células de glioma. Se puede observar un efecto dependiente de
la concentracion, con una mortalidad maxima aproximada al 70%. La mortalidad con TMZ
UM fue de aproximadamente 20 %, menor que la mortalidad alcanzada con las
concentraciones de MLT 1, 2.3y 4.8 mM.
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Figura 2. Efecto concentracion dependiente. Efecto de MLT sobre la mortalidad celular a las 72
horas, evaluado por ensayo MTT. Cada barra representa la media =+ DE de tres experimentos
independientes, cada uno con seis repeticiones.



4.2.1 Determinacion de la Clsg de MLT en células C6

Los resultados de analisis Probit para MLT se presentan en la Tabla 2. Se puede observar

gue el valor Probit 50 y que representa la Clso fue de 2.9 mM.

Tabla 1. Andlisis Probit con el tratamiento de ALB.

95% Confidence Limits for GM

Probability Estimate Lower Bound | Upper Bound
PROBIT? 0.01 12.429 10.895 14.594
0.02 11.320 9.946 13.256
0.03 10.616 9.344 12.408
0.04 10.087 8.891 11.770
0.05 9.656 8.522 11.251
0.06 9.290 8.208 10.810
0.07 8.969 7.933 10.423
0.08 8.681 7.686 10.076
0.09 8.419 7.461 9.762
0.1 8.178 7.255 9.472
0.15 7.181 6.397 8.274
0.2 6.389 5713 7.324
0.25 5.709 5.123 6.512
0.3 5.098 4591 5.786
0.35 4.533 4.093 5117
0.4 3.996 3.614 4.489
0.45 3.476 3.142 3.890
0.5 2.965 2.664 3.315
0.55 2.454 2.165 2.760
0.6 1.934 1.630 2.224
0.65 1.398 1.049 1.698
0.7 .832 411 1.169
0.75 221 -.295 617
0.8 -.459 -1.094 .014
0.85 -1.251 -2.035 -.679
0.9 -2.248 -3.226 -1.543
0.91 -2.489 -3.515 -1.751
0.92 -2.751 -3.828 -1.977
0.93 -3.039 -4.174 -2.225
0.94 -3.360 -4.560 -2.501
0.95 -3.726 -5.000 -2.816
0.96 -4.157 -5.518 -3.186
0.97 -4.686 -6.155 -3.640
0.98 -5.390 -7.002 -4.243
0.99 -6.499 -8.339 -5.193




5. Conclusion

Los resultados confirman un efecto citotoxico sobre la linea C6 de glioma, el cual fue
dependiente de la concentracion tanto con ALB como con MLT. Debido a que se ha
demostrado que las combinaciones de estas dos moléculas producen un efecto sinérgico,
se plantea en el futuro evaluar los mecanismos de accion in vitro involucrados en la

combinacion ALB con MLT.
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