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RESUMEN

Introduccion: El glioblastoma es el tumor maligno del sistema nervioso central
mas comun y con peor prondstico. A pesar del tratamiento con Temozolomida la
supervivencia es muy bajay las recidivas ocurren en la mayoria de los casos. La
epigenética permite comprender la tumorigénesis y predecir la respuesta al

tratamiento oncolégico, asi como constituir dianas terapéuticas.

Objetivos: Los objetivos del estudio son definir el patrén de
resistencia/sensibilidad en base a viabilidad celular para cada cultivo procedente
de pacientes frente a un panel de farmacos con efectos a nivel epigenético y
validar el efecto de los farmacos mas prometedores mediante una curva dosis-

respuesta.

Metodologia: Se trata de un estudio experimental realizado en cultivos
procedentes de pacientes diagnosticados de glioblastoma en el que se estudia
la accion de los farmacos incluidos en el panel Tocriscreen Epigenetics Library
(nimero de catalogo 6801) midiendo la viabilidad celular con el reactivo
AlamarBlue HS.

Resultados: Se estudia la accién del panel de farmacos obteniendo diferentes
perfiles de sensibilidad farmacoldgica para cada linea celular de glioblastoma y
destacando la accién de hidrocloruro de hesperadina y ryuvidina. Posteriormente
se valoran estos compuestos mediante curvas dosis-respuesta demostrando que
las sensibilidades farmacoldgicas son dependientes de la concentracion.
También se valoran los cambios morfolégicos apreciando diferencias

considerables a medida que aumenta la concentracion.

Conclusiones: Cada linea celular responde de manera diferente a los
moduladores epigenéticos por lo que el tratamiento personalizado puede ser una
opcion terapéutica esperanzadora. Ademas, hidrocloruro de hesperadina parece

ser una de las opciones mas interesantes.

Palabras clave: glioblastoma, epigenética, cultivo celular, tratamiento.



ABSTRACT

Introduction: Glioblastoma is the most common malignant tumour of the central
nervous system with the worst prognosis. Despite treatment with Temozolomide,
survival is very low and recurrences occur in most cases. Epigenetics allows
understanding tumorigenesis and predicting response to oncological treatment,
as well as constituting therapeutic targets.

Objectives: The objectives of the study are to define the pattern of
resistance/sensitivity based on cell viability for each culture from patients against
a panel of drugs with effects at the epigenetic level and to validate the effect of

the most promising drugs by a dose-response curve.

Methodology: This is an experimental study performed on cultures from patients
diagnosed with glioblastoma in which the action of the drugs included in the
Tocriscreen Epigenetics Library panel (catalog number 6801) is studied by

measuring cell viability with the AlamarBlue HS reagent.

Results: The action of the panel of drugs was studied obtaining different
pharmacological sensitivity profiles for each glioblastoma cell line and
highlighting the action of hesperadin hydrochloride and ryuvidine. Subsequently,
these compounds are evaluated by means of dose-response curves
demonstrating that pharmacological sensitivities are concentration-dependent.
Morphological changes are also assessed appreciating considerable differences

as concentration increases.

Conclusions: Each cell line responds differently to epigenetic modulators so
personalized treatment may be a hopeful therapeutic option. Moreover,

hesperadin hydrochloride seems to be one of the most interesting options.

Keywords: glioblastoma, epigenetics, cell culture, treatment.



1. INTRODUCCION
1.1. Glioblastoma

1.1.1. Definicion y clasificacion

El glioblastoma (GBM) es un tumor maligno del sistema nervioso central (SNC)
gue parece derivar de células troncales y progenitoras de la zona subventricular
y que a nivel histoldgico se clasifica como glioma de grado IV y a nivel molecular
como glioma wild-type para el gen IDH1/IDH2. Se ubica principalmente en los
hemisferios del cerebro, aunque puede afectar a cualquier parte del SNC. A
pesar de la terminologia, la morfologia de sus células difiere mucho de la de los

astrocitos sanost23,
1.1.2. Epidemiologiay esperanza de vida

Segun el Registro Central de Tumores Cerebrales de los Estados Unidos, el
GBM representa el 14,5% de todos los tumores cerebrales primarios y otros
tumores del SNC, el 57,7% de los gliomas y es el tumor maligno del SNC mas
comun (48,6%). Presenta una tasa de incidencia del 3,23 por 100.000 habitantes
siendo mayor en las zonas urbanas que en las rurales y 1,59 veces mas comun

en hombres que en mujeres, siendo la edad el factor de riesgo mas importante?.

El GBM se caracteriza por ser un tumor de rapida progresion. La mediana de
supervivencia para el GBM es la mas baja respecto al resto de tumores
cerebrales, situandose en torno a los 15 meses tras el diagnostico y a pesar de
los tratamientos; se estima que solamente el 5% aproximadamente de los

pacientes sobrevive cinco afios después del diagndstico2.
1.1.3. Diagnodstico y Sintomatologia

El diagnédstico se realiza mediante métodos de imagen como la resonancia
magnética y complementariamente la tomografia de craneo. EI GBM se
caracteriza por su patron de crecimiento en alas de mariposa. Por lo general,
antes de poder diagnosticarlo el paciente ya presenta manifestaciones clinicas

como consecuencia de un aumento de la presion intracraneal. Los sintomas mas



tipicos son: cefalea, vomitos, nauseas y alteraciones neuroldgicas focales como

cambios de la personalidad®.
1.1.4. Tratamiento

El protocolo Stupp es la primera linea de tratamiento para el GBM y consiste en
realizar la maxima reseccion quirdrgica segura del tumor, seguido de
radioterapia y quimioterapia concomitante. La radioterapia consiste en
irradiacién focal fraccionada a una dosis de 2 grays (Gy) por fraccion
administrada una vez al dia cinco dias a la semana durante seis semanas. La
quimioterapia consiste en 75 mg por m? de temozolomida (TMZ) todos los dias
desde que comienza hasta que termina la radioterapia. Posteriormente se realiza
un descanso de cuatro semanas antes de comenzar con seis ciclos de
quimioterapia, primero con 150 mg por m?>de TMZ y a partir del segundo ciclo se
aumenta a 200 mg por m2, Los ciclos son de veintiocho dias administrandose la

TMZ durante cinco dias por ciclo’.

La TMZ es un profarmaco que actia como agente alquilante citotoxico al
convertirse en monometil triazeno imidazol carboxamida (MTIC) una vez se
encuentra a pH fisiologico. Este compuesto basa su accion en la metilacion del
DNA en las posiciones O6 y N7 de la guanina. Los tumores tipo GBM, pese a
ser muy heterogéneos genéticamente, a menudo presentan sistemas de
reparacion del DNA deteriorados por lo que suelen ser sensibles a los agentes

alguilantes como la TMZ, al menos hasta que generan resistenciasé.

En el caso de recidivas, que ocurren en en mas del 90% de los casos, no hay un
tratamiento farmacolégico establecido claramente. Se valora individualmente
para cada paciente el uso de nitrosureas, wafers de carmustina o reiniciar el uso
de TMZ®.

1.2. Epigenética
1.2.1. Generalidades

La epigenética comprende los cambios del DNA que no implican alteraciones de

la secuencia de nucle6tidos. Modificaciones en la estructura del DNA o en la



forma en la que reacciona con otras moléculas pueden cambiar el nivel en el que
los genes se activan y desactivan, regulando por tanto la estructura de la
cromatina y la manera en la que se expresan los genes. Estos cambios en la
funcion de los genes pueden ser en algunos casos hereditarios y pasar de una
generacion de células a otral’. La unidad estructural de la cromatina es el
nucleosoma, compuesto por 147 pb de DNA enrollados alrededor de un
octadmero de histonas, que son las proteinas estructurales del nicleo celularil,
La compactacion y compartimentalizacion del nucleo celular es modulable a

través de mecanismos epigenéticos’2, como:
1. Modificaciones covalentes del DNA: metilacion, hidroximetilacion, etc.

2. Modificaciones covalentes de las histonas: acetilacion, metilacion,

fosforilacion, ubiquitinacion, etc.

3. Remodeladores de la cromatina dependientes de ATP: Imitation switch
(ISWI), Chromodomain helicase DNA-binding (CHD), Switch/sucrose non-
fermentable (SWI/SNF), INO80.

4. Intercambio de histonas por otras variantes: H3.3, H2A.Z, H2A.X, etc.

5. Algunos RNAs no codificantes: Xist, ANRIL, HOTAIR, piRNA, etc.

Los moduladores epigenéticos se pueden clasificar como writers (capaces de
introducir modificaciones quimicas en el DNA y las histonas), readers (capaces
de identificar esas modificaciones y reclutar complejos proteicos de regulacion)

y erasers (capaces de eliminar dichas marcas)*s.
1.2.2. Epigenética en el desarrollo y tratamiento del glioblastoma

La zona subventricular contiene células troncales neurales (NSC) que pueden
transformarse en células troncales de glioma (GSC), que comparten con las
anteriores la capacidad de autorrenovacion y proliferacion y presentan nuevas
caracteristicas de células tumorales como angiogénesis, invasiéon e
inmunosupresion. Las GSC y las NSC pueden llegar a ser muy similares

genéticamente, pero presentan patrones de expresion diferentes, en gran parte



debido a que las GSC presentan un blogueo permanente que impide su
diferenciacién y mantiene su capacidad de autorrenovacion; no obstante, pueden
adaptarse rapidamente por lo que su presencia en los tumores puede explicar la
capacidad de resistir a los tratamientos“.

La epigenética puede no solamente ser relevante en la tumorigénesis sino
también en la respuesta al tratamiento oncoldgico. Por ejemplo, la
hipermetilacion del promotor del gen de la DNA metiltransferasa de O-6-
metilguanina (MGMT) puede inactivar esta enzima reparadora, lo que hace que
el tratamiento con TMZ sea mas efectivol>. Ademas, los moduladores
epigenéticos pueden constituir dianas terapéuticas; en concreto, los inhibidores
de histonas desacetilasas actuan como sensibilizadores frente al tratamiento

actualt,
1.3. Justificacion del estudio

A pesar de la terapia clinica combinada y los estudios que se han realizado a lo
largo de los afios sobre el tratamiento del GBM, esta enfermedad sigue teniendo
un pronostico desfavorable por lo que el estudio de nuevas alternativas
terapéuticas que alarguen la supervivencia y mejoren la calidad de vida es de
gran relevancia en el momento actual. Al contrario de las mutaciones somaticas,
las alteraciones epigenéticas que mantienen el fenotipo tumoral pueden
revertirse de manera farmacoldgica, por lo que su estudio puede abrir nuevas

lineas de tratamiento.



2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La hipotesis del estudio es que las células tumorales de GBM responden a
diversos moduladores de la epigenética, siendo dicha respuesta susceptible de
ser diferente para cada paciente, de manera que podemos definir un patrén o
perfil de resistencia y sensibilidad de los farmacos empleados que es
caracteristico de cada individuo y que puede ser util para proponer terapias

personalizadas.

Para responder esta hipétesis, se realizara una prueba piloto con unos pocos

casos. Por tanto, los objetivos especificos son:

- Definir el patron de resistencia/sensibilidad en base a viabilidad celular
para cada cultivo procedente de pacientes frente a un panel de farmacos
con efectos a nivel epigenético;

- Validar el efecto de los farmacos mas prometedores mediante una curva

dosis-respuesta.



3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar ytiempo del estudio

Se trata de un estudio experimental llevado a cabo en el Laboratorio de
Investigacion (Lal) del Instituto de Investigacion Sanitaria y Biomédica de
Alicante (ISABIAL) durante los meses de julio y agosto de 2023.

3.2. Lineas celulares de glioblastoma

El material biol6gico corresponde a excedentes de diagnostico de tejido tumoral
de pacientes con glioblastoma en el Hospital General Universitario Dr. Balmis
(HGUDrB). Como parte de los procedimientos del Biobanco de ISABIAL, se
procedio al cultivo in vitro de este material en las dependencias del Lal para la
criopreservacion de células tumorales a diferentes pases para formar parte de la
coleccion “Tumores del SNC”. Para la realizacion del estudio, se seleccionaron
tres lineas de glioblastoma: 981 (pase 7), 985 (pase 9) y 748 (pase 10) cuyo uso

fue previamente autorizado (ver “Declaracion ética”).

3.2.1. Descongelacion de las células y puesta en marcha de los

cultivos
El protocolo seguido para la descongelacion de cultivos celulares es el siguiente:
1. Sacar muestras del congelador y colocar en hielo.

2. Pasar los tubos con las muestras por el bafio a 37 °C alrededor de 1 min

dando vueltas para conseguir una descongelacion homogénea.

3. Anfadir las células descongeladas a un tubo falcon de 15 mL y centrifugar

5 min a 1000 rpm.

4. Retirar sobrenadante y resuspender el pellet con 10 mL de medio DMEM

completo.
5. Afadir 10 mL de medio completo (ver mas adelante) en un frasco T75.

6. Afadir el contenido del falcon en el frasco T75, asegurando que se

extienda por toda la superficie y llevar a incubacion.



3.2.2. Mantenimiento de los cultivos

El trabajo con cultivos se realiza en la Sala de Cultivos del LAl en cabina de flujo
laminar vertical considerada de seguridad biolégica clase dos, siguiendo en todo
momento los protocolos de bioseguridad del Lal y bajo continua supervisién por

personal experimentado.

Para el correcto crecimiento de las células en monocapa seguimos el
procedimiento publicado previamentel’. Siendo breves, utilizamos Medio Eagle
Modificado de Dulbecco (DMEM) suplementado con un 10% suero bovino fetal
(FCS) y un 1% de una solucion de penicilina-estreptomicina (que lo llamaremos
en adelante medio completo). Los cultivos se mantienen en incubacion a una
temperatura (T%) de 37°C, con dioxido de carbono (CO3) al 5% y una humedad
relativa (RH) del 95%.

Diariamente se observan los cultivos al microscopio para ver como se desarrollan
y valorar si es necesario cambiar el medio de cultivo, realizar un pase celular o
si estda en condiciones de utilizarse para un experimento. Cuando un cultivo
celular alcanza la confluencia, es decir, que ocupa mas del 80% de la superficie
del frasco es necesario realizar un pase celular, que consiste en dispersar las
células a través de métodos enzimaticos para pasarlas a un nuevo frasco de

cultivo.
El protocolo seguido para realizar un pase celular es el siguiente:

1. Retirar el medio de cultivo y afiadir 10 mL de Tampon Fosfato Salino (PBS

1X) para lavar las células adheridas.

2. Retirar el PBS y afadir 2 mL de tripsina-EDTA al 0,01%, asegurandose

de cubrir toda la superficie.
3. Meter al incubador a 37°C durante 2-3 min.

4. Sacar del incubador y dar golpes secos y fuertes al frasco para despegar

las células. Comprobar al microscopio que las células se despegan.



5. Rapidamente, afiadir 10 mL de medio completo para neutralizar el efecto
de la tripsina. Con la misma pipeta subir y bajar el medio de cultivo para

conseguir que las células se separen unas de otras.

6. Absorber todo el medio de cultivo con células y poner en un falcon de 15

mL.

7. Poner una pequefia parte en una cAmara de Neubauer y realizar recuento
de células. Calcular las células obtenidas y decidir cuantas sembrar,

congelar o utilizar para un experimento.

8. Separar en varios tubos segun el nUmero de células necesarias y llevar a

centrifugacion 1000 rpm 5 min.

9. Para sembrar de nuevo, resuspender las células necesarias en medio
completo y pasar a otro frasco previamente rotulado o a placas para

realizar los ensayos.

Las células sobrantes que no siembren en frasco o placas se criopreservan para
conservar las lineas celulares para su uso en el futuro. Para ello, las células se
someten a otra centrifugacion para su resuspension en 1 mL de medio de
congelacion: medio completo + dimetilsulfoxido (DMSO) al 10%. Pasar el
contenido del tubo falcon a criotubos (200.000 células / criotubo) y colocar en un
contenedor de congelacion con isopropanol que se mantendra a -80°C. Al dia
siguiente, los criotubos se devuelven al Biobanco para su preservacion en

nitrégeno (N) liquido.
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Biopsia o reseccion de GBM

y ﬁ Cultivos en medio completo:
v DMEM + % FCS + 1% P/S

if \; v o= ﬂ,""’/ -+
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- <+
c v -
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Figura 1. Resumen del proceso por el cual se obtienen y se conservan lineas celulares
de glioblastoma. FCS, suero fetal bovino; P/S, penicilina / estreptomicina. (Creada con
BioRender.com)

3.3. Tratamiento farmacolégico

En este trabajo se estudia la accion de los farmacos incluidos en el panel
Tocriscreen Epigenetics Library (nimero de catalogo 6801), que esta compuesto
por 101 compuestos que actian a nivel epigenético en mas de 40 dianas
incluyendo readers, writers, erasers y moduladores transcripcionales. Entre
estos compuestos, se encuentra la TMZ utilizada en el tratamiento rutinario de
los gliomas de alto grado y como primera linea en GBM. Los farmacos se
encuentran a una concentracion 10 mM en DMSO y conservados a una

temperatura de -80°C.

En la Tabla 1 se presentan todos los farmacos que incluye el panel, precedidos
por un numero. Este numero sera en adelante el que represente a cada

compuesto.

11



Tabla 1. Farmacos del panel Tocriscreen Epigenetics. Amarillo, readers; verde, writers;

naranja, erasers; violeta, moduladores transcripcionales.

N© FARMACO N° FARMACO N© FARMACO

1 | EML 425 35| AZ 5704 69 | L Moses dihydrochloride
2 |A485 36 | Mirin 70 |PFI3

3 | Decitabine 37 | Hesperadin hydrochloride 71 | Givinostat hydrochloride
4 | RG 108 38 | ZM 447439 72 | MS 275

5 | 5-Azacytidine 39| SD 1008 73 | BRD 73954

6 | Temozolomide 40 | CP 690550 citrate 74 | Sodium 4-Phenylbutyrate
7 | EPZ 004777 41 | AZD 1480 75 | Valproic acid, sodium salt
8 |JOQEZ5 42 | TC JL 37 76 | Cl 994

9 |UNC 1999 43 | H 89 dihydrochloride 77 | PCI 34051

10 [ UNC 2400 44 | SB 747651A dihydrochloride | 78 | SAHA

11 | PF 06726304 acetate 45| TCSPIM-11 79 | LMK 235

12 | BIX 01294 46 | CPI 203 80 | SirReal 2

13 | UNC 0224 47 |PFI 1 81 | Resveratrol

14 | UNC 0646 48 | (+)-JQ1 82 |JIB04

15 | ML 228 49| (1)-JQ1 83 [10X1

16 | UNC 0642 50 | I-BET 151 dihydrochloride 84 |GSKJ1

17 | Ryuvidine 51| 0TX 015 85 |GSKJ4

18| A 196 52 | LY 303511 86 |GSKJ2

19 | BAY 598 53 | Bromosporine 87 | GSK LSD 1 dihydrochloride
20 | OICR 9429 54 | BAZ2-ICR 88 | Tranylcypromine hydrochloride
21| MM 102 55 | BAY 299 89 | RN 1 dihydrochloride

22 | WDR5 0103 56 | TP 472 90 | OG-L002

23 | Furamidine dihydrochloride | 57 | Bl 9564 91 |S 2101

24 | UNC 2327 58 | I-BRD9 92 | TC-E 5002

25| TP 064 59 |0OF1 93 | Ciclopirox

26 | GSK 591 dihydrochloride | 60| NI 57 94 | Sephin 1

27 | EPZ 015666 61| PFI 4 95 | BVT 948

28 | MS 023 dihydrochloride 62 | GSK 6853 96 | Alexidine dihydrochloride
29 | PRT 4165 63 | NVS-CECR2-1 97 | CX08005

30 | VH 298 64 | AZD 2461 98 | GSK 2830371

31| cis VH 298 65| 1-CBP 112 99 |I0X2

32| P 22077 66 | Rucaparib camsylate 100 | GN 44028

33 | KU 60019 67 | PJ 34 hydrochloride 101 | TC-S 7009

34| AZ 20 68 | Triptolide

12



El cribado farmacoldgico se realizd por duplicado para las lineas celulares 981 y
985. Siguiendo el protocolo de pases celulares, se siembra un minimo de 5.000
células por pocillo en placas de 96 pocillos para que el cultivo sea viable. Las
placas sembradas se mantienen en incubacion hasta el crecimiento éptimo del
cultivo, aproximadamente a los tres dias dependiendo de las caracteristicas del
cultivo. En el momento del ensayo, se retira el medio en el que se encuentran
las células y se afiade la disolucion de los farmacos en medio completo. Se
incuban las placas al durante 24 horas. Para cada linea celular consideramos 2
controles, uno con medio completo y otro con medio completo suplementado con
DMSO para descartar un posible efecto toxico del vehiculo al analizar los

resultados.

En la figura 2 se ilustra el proceso de dilucion y adicion de los farmacos del panel

Tocriscreen Epigenetics Library.

wn
|~
I

I- | ' 1 mM

Figura 2. Proceso de dilucién y adicién de los farmacos. 1 mM es una dilucién intermedia.

(Creada con BioRender.com)

Para los farmacos que demuestren un efecto significativo se realiza una curva
dosis-respuesta a diferentes concentraciones de farmaco (0, 0,5, 1, 5, 10, 50 uM)
con el fin de confirmar que la afectacion de la viabilidad es dependiente de la
concentracion. Siguiendo el mismo protocolo que para el cribado de farmacos,
cada linea celular se siembra por triplicado para cada concentracion del farmaco
gue haya resultado mas interesante. Se afiade a cada condicion DMSO hasta
llegar a 0,5 pL para poder despreciar su efecto al aumentar la concentracion de

farmaco.
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3.4. Medida de la viabilidad celular

Para determinar la viabilidad de las células y el efecto de los farmacos probados,
se utiliza el reactivo AlamarBlue HS (AB) (ThermoFisher). El reactivo AB es una
solucién no toéxica que funciona como indicador de la viabilidad celular. Su
mecanismo de accion se basa en la capacidad de las células vivas para reducir
la resazurina a resorufina. La resazurina es un compuesto de color azul, mientras
gue la resorufina es de color rojo. Este cambio de color permite medir

cuantitativamente la viabilidad celular. Mas informacién en Invitrogen.

Alamarblue® AssayZ&.

Para ello, se diluye el reactivo AB con medio DMEM completo en proporcion
1:10. Esta disolucion se aflade a cada pocillo una vez retirado el medio con
farmaco y se mantiene en contacto con las células durante 4 horas. Pasado ese
tiempo, los sobrenadantes de cada pocillo se pasan a otra placa de 96 pocillos

para la lectura de absorbancia.

Las placas con los sobrenadantes se llevan al lector de placas Infinite M Nano
(Tecan) para medir absorbancia a dos longitudes de onda (1): 570 y 600 nm que
corresponden al maximo de absorcion de resorufina y resazurina
respectivamente como se muestra en la figura 3 EI maximo de absorcion de

resazurina se utiliza como longitud de onda de referencia.

120 ~
100 4
80 1

601 —— Resorufin

—— Resazurin
40 - e U AT |

0 T T T T T 1
400 450 500 550 600 650

Wavelength (nm)

Figura 3. Espectro de absorcion de resazurina y resorufina. (Tomado de: Coelho, Ligia & Silva,
Jorge & Pinheiro, Carla. (2018). Vascularization: plant decellularization and electrospinning

techniques for the development of small and medium caliber blood vessels.)
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El procedimiento descrito se esquematiza en la figura 4.

Figura 4. Proceso por el que se somete a las células a una solucion de AB para analizar su

viabilidad. (Creada con BioRender.com)

Una vez obtenidos los valores de absorbancia, se calcula el porcentaje en el que
las células tratadas con los farmacos reducen la resazurina en comparacion con

los controles. Para ello, se aplica la siguiente formula:

(e0X)A2 AA1 — (e0X)A1 A2 ly
(e0X)A2 A°21 — (e0X)A1 A°A2

100

Donde:
€0X = coeficiente de extincion molar de la forma oxidada de alamarBlue.
A = promedio de absorbancia de los pocillos de tratados con los farmacos.
A° = promedio de absorbancia de los pocillos de control.
A1 =570nm

A2 =600nm

Se realiza la prueba t de Student a los datos obtenidos para ver si son

estadisticamente significativos. Se aceptan valores de p inferiores a 0,1.
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3.5. Iméagenes de contraste de fase

Para documentar la pérdida de células de forma visual se tomaron fotografias de

algunos cultivos en el microscopio Nikon Eclipse TS100 (objetivo 20x).
3.6. Declaracion ética

Este proyecto se ha realizado de acuerdo con la legislacién regional, nacional y
europea segun la Carta de Derechos Fundamentales de la Unién Europea, la
Convencién Europea sobre Derechos Humanos y la Declaracién de Helsinki, la
Ley de Investigacion biomédica, Ley Organica de Proteccion de Datos
Personales y garantia de los derechos digitales y Reglamento General de
Proteccion de Datos.

Para la realizacion del presente Trabajo de Fin de Grado, se solicité autorizacion
al Comité de Etica para la Investigacion con medicamentos (CEIm) del
Departamento de Salud de Alicante — Hospital General (ref. PI2023-085) para el
uso de las lineas celulares establecidas y criopreservadas en el Biobanco de
ISABIAL.
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4. RESULTADOS

4.1. Las lineas celulares de glioblastoma muestran

diferentes perfiles de sensibilidad farmacolégica

En las Tablas 2 y 3 se muestran los resultados de viabilidad celular de las lineas
celulares 981 y 985 respectivamente, tras el cribado con el panel Tocriscreen
Epigenetics. Los resultados se expresan como porcentaje en el que las células
tratadas con los farmacos reducen la resazurina en comparacion con los
controles. Por tanto, a menor porcentaje, menor nimero de células viables ya
sea por inhibicién del crecimiento o por muerte celular. Se ha aplicado una escala
de color para poder hacer una rapida interpretacion de los farmacos que pueden
resultar interesantes: el color rojo es mas intenso para los valores mas bajos y
se degrada hasta el blanco a medida que aumenta el valor, siendo blanco a partir
del 100%. La condicion control solamente con medio completo y el control con
medio completo suplementado con DMSO no mostraron diferencias, por lo que
se usaron como un unico control (sin tratamiento) para aumentar el poder

estadistico de nuestras comparaciones.

En la Tabla 2 podemos ver que los farmacos que obtienen menor porcentaje de
reduccion de la resazurina son el 5, el 37, el 45 y el 66. De estos, el Unico que
tiene la significacion estadistica deseada es el 37 correspondiente a hidrocloruro

de hesperadina.

En la Tabla 3 solo destacan los farmacos 17 y 33, siendo estadisticamente
significativo el primero de ellos, correspondiente a ryuvidina. El resultado para
el farmaco 65 no se incluye ya que la lectura de absorbancia arrojaba valores
gue no permitian realizar correctamente el calculo (valores negativos en el

numerador).

Los resultados muestran que seria interesante continuar con el estudio del efecto
del hidrocloruro de hesperadina y la ryuvidina en el tratamiento del glioblastoma,
siendo los compuestos mas eficaces para influir en la viabilidad celular a la

concentracion usada.

17



Tabla 2. Porcentaje en el que las células tratadas con los farmacos reducen la

resazurina con respecto las células sin tratar en la linea celular 981.

FARMACO % FARMACO % FARMACO % FARMACO % FARMACO %

1 109,11 21 102,73 41 105,67 61 98,59 81 95,88
2 92,08 22 88,92 42 144,07 62 72,70 82 84,48
3 90,89 23 96,56 43 113,75 63 67,64 83 79,63
4 82,55 24 87,63 44 68,83 64 78,90 84 77,96
5 49,28 25 87,00 45 59,04 65 74,32 85 77,77
6 82,65 26 78,28 46 73,24 66 55,72 86 82,06
7 121,60 27 107,42 47 86,90 67 91,98 87 78,63
8 94,61 28 100,95 48 83,85 68 102,14 88 80,61
9 64,38 29 98,24 49 85,35 69 84,07 89 85,34
10 83,05 30 62,22 50 96,75 70 89,81 90 87,92
11 84,27 31 90,10 51 90,49 71 119,55 91 76,08
12 76,86 32 75,63 52 76,05 72 97,26 92 111,63
13 93,43 33 88,83 53 91,87 73 88,40 93 83,53
14 94,96 34 77,58 54 101,25 74 79,52 94 88,68
15 123,74 35 103,70 55 75,65 75 82,40 95 82,04
16 82,29 36 68,99 56 70,17 76 84,25 96 88,34
17 191,52 37 57,62 57 111,35 77 70,35 97 88,08
18 80,88 38 85,16 58 103,65 78 107,30 98 78,01
19 89,39 39 107,66 59 96,73 79 112,29 99 78,40
20 87,99 40 78,19 60 93,06 80 95,03 100 71,26
101 95,97

Tabla 3. Porcentaje en el que las células tratadas con los farmacos reducen la

resazurina con respecto las células sin tratar en la linea celular 985.

FARMACO % FARMACO % FARMACO % FARMACO % FARMACO %

1 95,66 21| 109,56 41 93,90 61| 125,94 81| 108,13
2 96,83 22| 113,09 42| 100,75 62| 138,66 82 97,83
3| 108,75 23 92,44 43| 142,35 63| 146,79 83| 111,92
4| 100,45 24 97,70 44| 102,95 64| 104,38 84| 102,06
5| 112,01 25 99,65 45| 107,11 65 85| 120,27
6| 104,09 26| 108,27 46| 105,67 66 83,46 86| 115,30
7| 104,74 27 96,21 47| 139,05 67 91,27 87| 118,26
8| 116,45 28| 104,02 48| 118,80 68 91,66 88| 105,48
9| 100,48 29| 102,70 49| 120,66 69| 102,09 89| 116,34
10 99,32 30| 143,83 50| 119,48 70| 108,97 90| 115,92
11| 121,44 31| 117,00 51| 112,05 71 91,26 91| 107,83
12| 102,57 32 88,69 52| 110,75 72| 114,10 92| 105,69
13| 101,69 33 66,81 53| 103,69 73| 110,69 93| 107,59
14| 114,61 34 91,21 54 94,81 74| 108,99 94| 102,66
15 80,44 35 99,42 55| 102,09 75| 113,06 95 96,44
16 95,51 36| 106,57 56| 112,33 76| 116,14 96| 103,48
17 64,93 37 84,90 57| 111,81 77| 116,95 97| 101,52
18 94,90 38 99,61 58| 103,65 78| 117,63 98| 113,19
19 96,54 39| 121,19 59| 108,04 79| 123,13 99| 117,33
20 89,07 40| 107,27 60| 116,45 80| 106,21 100| 103,49
101| 111,68
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4.2. Las sensibilidades farmacoldgicas son dependientes
de la concentracion

La linea 981 se volvié a sembrar para obtener la curva dosis-respuesta frente al
hidrocloruro de hesperadina. Como se puede observar en la Figura 5, al
aumentar la concentracion se reduce la viabilidad celular.

A.

B. 120

100

80
60 x
40
*
20 *
| B =
0 0,5 1 5 10 50

Concentracion (uM) de hidrocloruro de hesperadina

% viabilidad

Figura 5. Viabilidad celular en funcién de la concentracion. A. Imagen de la placa en la que se
observa el cambio de color del reactivo AB. B. Grafico de barras en el que se representa la

disminucién de viabilidad celular dependiente de concentracion en forma de promedio +
desviacién estandar. *, P < 0.1 con respecto control, test t de Student.
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De igual forma procedimos con la linea 985 en respuesta a ryuvidina (Figura 6).
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Concentracién (uM) de ryuvidina

Figura 6. Viabilidad celular en funcion de la concentracion. A. Imagen de la placa en la que se
observa el cambio de color del reactivo AB. B. Grafico de barras en el que se representa la
disminucién de viabilidad celular dependiente de concentracién en forma de promedio £
desviacion estandar. *, P < 0.1 con respecto control, test t de Student.

Para verificar si estos efectos son generalizables, analizamos una tercera linea
celular, la 748. Se observo que esta linea era sensible a ambos compuestos
aunque con mayor sensibilidad a la ryuvidina, tal y como se aprecia en el ensayo

colorimetro y visualmente a nivel celular (Figuras 7,8, 9 y 10).
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Figura 7. Viabilidad celular en funcién de la concentracion. A. Imagen de la placa en la que se
observa el cambio de color del reactivo AB. B. Grafico de barras en el que se representa la

disminucién de viabilidad celular dependiente de concentracion en forma de promedio +

desviacion estandar. *, P < 0.1 con respecto control, test t de Student.

748 0 uM F37 748 0,5 UM F37 748 1 uM F37

&

* -

748 5 pM F37

Figura 8. Imagenes de los pocillos (20x) en la que se representa en cambio en la morfologia en

funcién de la concentracion. En la parte superior de cada imagen se indica la concentracion de
farmaco correspondiente.
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Figura 9. Viabilidad celular en funcién de la concentracion. A. Imagen de la placa en la que se
observa el cambio de color del reactivo AB. B. Grafico de barras en el que se representa la
disminucién de viabilidad celular dependiente de concentracion en forma de promedio +
desviacion estandar. *, P < 0.1 con respecto control, test t de Student.

5748 0 uM F17 748 0.5 pM F17 748 1 pM F17

748 50 uM F17

Figura 10. Imagenes de los pocillos (20x) en la que se representa en cambio en la morfologia en

funcién de la concentracion. En la parte superior de cada imagen se indica la concentracion de
farmaco correspondiente.
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5. DISCUSION

El GBM es la neoplasia mas maligna y mas prevalente del SNC, con un
pronéstico bastante desfavorable pese al avance en las estrategias terapéuticas.
El estudio de nuevas opciones terapéuticas puede encaminar a un mejor
pronéstico e incluso a la curacién de este tipo de tumores. Estudios previos han
plasmado la posibilidad de encontrar en la modulacion epigenética un
tratamiento mas efectivo, pero que se enfrenta a problemas de especificidad,
solubilidad y quimiorresistencia®.

En este estudio se ha valorado el efecto de 101 compuestos moduladores
epigenéticos sobre cultivos primarios de GBM a dosis relativamente bajas para
identificar aquellos mas eficaces. Los resultados obtenidos indican que tanto el
hidrocloruro de hesperadina como la ryuvidina pueden ser Utiles en el tratamiento
del GBM.

El hidrocloruro de hesperadina es un inhibidor potente de la Aurora quinasa B
(AURKB). Se ha visto que los GBM resistentes a TMZ y recurrentes presentan
altos niveles de AURKB, por lo que es una diana interesante para mejorar la
respuesta al tratamiento. Las quinasas regulan diferentes procesos en las
células como la transmision de sefales. Las aurora quinasas, en concreto la
AURKB, participan en la division celular regulando la separacion de las
cromatidas. Su elevacibn da lugar a separaciones desiguales de los
cromosomas Yy a la formacién de células con numero anormal de cromosomas,
gue pueden ser la base de las futuras células tumorales. Wahafu et al
demostraron que hesperadina en combinacion con TMZ prolong6 drasticamente
la supervivencia en ratones inhibiendo la proliferaciéon de células tumorales®. En
este contexto, seria interesante ampliar el estudio y valorar la capacidad
antiproliferativa de hidrocloruro de hesperadina en combinacion con TMZ

comparandola con la de ambos por separado.

La ryuvidina es un inhibidor de la proteina lisina metiltransferasa (PKMT) SETDS.
Esta proteina estd implicada en procesos esenciales como la replicacion del
DNA, la respuesta al dafio celular, la modulacion de la transcripcién y la

regulacion del ciclo celular. La PKMT SETDS8 es capaz de monometilar la lisina
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20 de la histona H4; la supresion de la monometilacion conduce a
descondensacion de la cromatina y pone de manifiesto su papel en la
replicacion?. En la literatura no hay descrita relacién entre ryuvidinay GBM, pero
si se menciona en diferentes estudios como tratamiento para otros tipos de
cancer?22, Con los resultados obtenidos en este estudio y los resultados de los
estudios mencionados podemos pensar que la ryuvidina puede ser de utilidad
también en este tipo de gliomas siendo necesario realizar un estudio mas amplio

para confirmarlo.

Respecto a los resultados negativos, no se puede descartar que el resto de
farmacos del panel tengan utilidad terapéutica, ya que podrian utilizarse en
combinacioén con otros farmacos o terapias 0 a concentraciones mas altas, como
podria ser el caso de la TMZ, que esta incluida en el panel. Ademas, se han
probado en un numero limitado de lineas celulares. La identificacion de farmacos
mas eficaces que la TMZ a dosis bajas abre nuevas opciones terapéuticas para
el GBM.

En cualquier caso, hemos confirmado la hipotesis de que las células tumorales
de GBM responden a diversos moduladores de la epigenética y que esta
respuesta es susceptible de ser diferente para cada paciente, dado que cada
una de las tres lineas celulares estudiadas responde de manera diferente a los
moduladores. Sin embargo, es cierto que el nimero de pases puede afectar a
las diferencias encontradas entre las lineas y que necesitariamos aumentar el

namero de lineas para obtener conclusiones mas robustas.

Al tratarse de un trabajo final de grado el estudio ha presentado limitaciones para
su realizacion como es el tiempo limitado para la realizacion de mas
experimentos que permitieran obtener respuestas mas claras, ademas de
aumentar el nimero de replicados experimentales que permitieran el uso de un

umbral de significatividad (P < 0,05) mas aceptado.
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6. CONCLUSIONES
Las conclusiones que podemos extraer de este estudio son:

1. Cada linea celular de GBM presenta diferentes caracteristicas
morfologicas y responde de diferente manera a los moduladores
epigenéticos.

2. El tratamiento personalizado del GBM puede ser una opcion terapéutica
esperanzadora, pero es necesario continuar estudiando las opciones mas

efectivas.

3. Los resultados obtenidos para hidrocloruro de hesperadina, en conjunto
con los resultados de otros estudios, demuestran que puede ser una muy

buena opcidn para mejorar la supervivencia de los pacientes con GBM.
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